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I GEシリーズの発刊にあたって
地球上の環境は,今,かってない大きな問題に当
面しております｡世界各地で進行している生態系の
急速な変化のなかには,人間生活に深刻な影響をも
たらす可能性のあるものが,多数含まれています｡一
方,人間の活動が宇宙空間へと拡がるにつれ,地球
外生態系の構築が,新しい課題として登場しつつあ
ります｡生態系の崩壊を防ぎ,よりL豊かな環境を創
造するための科学的努力が,今日ほど強く求められ
ている時はありません｡
本研究センターは, DNA分子技術を中心に遺伝
子的段階にまで到達した生物研究の諸成果を生か
し,生態系における生物の生活を一層深く解明し,新
たな人間環境の創造に貢献することを目指しており
ます｡いうまでもなく,この課題はきわめて学際的
であり,多分野の研究者との相互交流と協力によっ
て,はじめて達成されるものであります｡本研究セ
ンターでは,ワークショップによる研究者間の討論
と意見交換を重視するとともに,その成果をより多
くの方々にご利用いただく出版活動にとり組んでお
ります｡ここに発刊しますIGE(Institute of
Genetic Ecologyの略)シリーズも,こうした努力
の一環であります｡
本シリーズの内容は,多岐にわたる可能性をもっ
ておりますが, 3つのタイプに大きく類別されるだ
ろうと考えております｡すなわち, (i)特定のテー
マ,又はトピックについての解明に関するもの(*
印を付します), (ii)特定のテ-7/又はトピックに
関する最新の文献,実験法の紹介に重点をおくもの
(* *印),そして(iii)新しい可能性を求める学際的
交流,対話を試みるもの(***印)であります｡
このIGEシリーズが,多方面の方々のお役に少し
でも立つことを願って,発刊の辞とします｡
1989年3月
東北大学遺伝生態研究センター
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はじめに
菊　本　敏　雄
このワークショップの狙いは,植物病原体の生態を遺伝子のレベルで明
らかにする研究の糸口をつかみたいと考え,企画しました｡そこで,植物
病原体の分子生物学的研究の最近の成果を生態学的視点からお話を願いま
した｡
植物病原体の生態の解明に遺伝子レベルからアプローチする場合, 2つ
の方途が考えられます｡ 1つは,核酸プローブを利用して,生態系における
病原体や標的遺伝子を検出し,その動態を明らかにすることです｡いま1つ
は,文字通り病原体の生態的特性に関与する形質をみいだし,それら遺伝
子の構造と機能を解明することです｡ここで,まず問題になるのは生態的
特性の具体的な内容です｡植物病原体という性格から,宿主特異性とか病
原性発現にかかわる要因をはじめ,媒介者との関係,また根面や葉面への
定着,さらには休眠･発芽･胞子形成など生活環の制御にかかわる様々な
生命現象を挙げることができましょう｡さて,病原体の生活のこのような
ポイントを制御している遺伝子を特定し,うまく取り出せるか否か,よい
実験系の確立が研究の進展を大きく左右します｡
本書は, ｢植物病原体の分子生態学｣というテーマで, 1990年11月22日
東北大学遺伝生態研究センターにおいて開催したワークショップを基礎に
して,取りまとめたものである｡
東北大学遺伝生態研究センター

ウイロイドの分子疫学
高　橋　　月士
1.はじめに
ウイロイド(viroid)は現在知られている最も小さい病原体です｡1971年,
アメリカ農務省ベルツビル農業研究センターのT.0.Diener博士によって
ジャガイモspindletuber病の病原体としてはじめて同定されました｡これ
は,全く新しいタイプの病原体でありまして,裸の環状1本鎖RNAという
特徴的な分子形態をとっております｡通常ウイルスと区別するために,ウ
イロイドと名づけられました(表1)｡このウイロイドの発見が契機となっ
て,それまで病原ウイロイドが発見されていないままウイルス病とみなさ
れていた病気の再検討が始まりました｡その結果,多くのウイロイドが発
見され,その全塩基配列も次々と明らかにされるようになりました｡
今,なぜウイロイド研究が必要か,といいますと,次の2つの理由があ
表1ウイロイドと植物ウイルスの性状比較
性状 ?X488ﾘ486?ウイルス 
病原体の構成成分 ???kクレオカブシド' 
核酸ゲノムの分子形態 豫(????ﾜたは環状 
核酸ゲノムの分子量 ?繧ﾒﾓ?8??R?06-2×107 
遺伝子翻訳産物 ?X*ｸ,?"?ﾅきる. 
人工培養 ?X*ｸ,?"?ﾅきない 
'ェンベロープをt)つウイルスもある
岩手大学農学部
4げられます｡その1つは,未知の病因を究明し,その発生生態を把握する
ことによって,病害防除という生々しい現実問題に対処しなければならな
いからです｡また,このような悪役ちびっこがどのような機構によって病
気をひき起こすのかを明らかにすることによって,その予防がやり易くな
ると考えられます｡他の1つは,環状RNAから成るウイロイドがRNA
ワールド時代の生きた化石,いいかえますと,生命誕生のごく初期段階に
おける細胞進化の遺物がウイロイドであるという考え方から,ウイロイド
が再び脚光を浴びはじめてきました｡ウイロイドの一種であるASBVd(ア
ボカドサンプロツチウイロイド)はそれ自身,自己切断するリボザイム活
性をもつことが明らかにされました｡生命の起源を解く鍵になるのではな
いかと期待されている候補の1つとなっているのです｡
2.ウイロイドの疫学研究の特徴
植物の病原糸状菌や細菌では,その生活環のある時期に腐生的生活を
送ったり,あるいは耐久体の状態でしばらくの間生存することが知られて
います｡また,生菌数,血清,ファージなどを利用して,生態系における
病原体の動態が調べられました｡ウイルスの場合には,外被たん白質の抗
体をプローブに用いる血清学的手法が常用されてきました｡しかし,ウイ
ルス遺伝子の微小な変化の検出には限界があることも事実でありました｡
このような背景のもとに,分子疫学的解析手法が登場してきたのです｡
一方のウイロイドでは,病原体が裸の1本鎖RNAそのものから成るの
で,ウイルスのように血清を利用した,いわゆる血清疫学的手法を導入す
ることができません｡ウイロイド感染症の病因,分布,発生頻度,伝播を
明らかにして,感染症の予防に応用しようとする疫学研究には,次の3つ
の手法が採用されています｡
1)生物検定法
ウイロイドが特定の草本植物に感染する性質を利用して, 30oC前後の高
温条件下で検定植物に現われる病徴の有無からウイロイドを検出･定量す
る方法が案出されました｡たとえば, HSVd(ホップ棲化ウイロイド)を検
定植物であるキュウリ(品種:四葉)の第1本葉期に摩擦接種しますと, 2
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週間目頃から上位葉に絹業症状が発現し,次第に節間がつまって草姿全体
の棲小化が目立つようになります19)0
ウイロイドが最初に見つけられた宿主は,木本性のもの(カンキツ,コ
コヤシ,アボカド,リンゴ,スモモ,ブドウ),栄養繁殖性のもの(ジャガ
イモ,キク,ホップ,カーネーション,カンナ)など,多年生の植物が多
く,発病するまでに1-数年を要するものばかりでした｡このように潜伏期
が長いために病原体に関する研究が立ち遅れていたのですが,草本の検定
植物が見つけられてから病原ウイロイドの存在を比較的短期間に確かめる
ことが可能になりました｡しかし,この方法によって,軽微な症状を示す
軽症系統(mild strain)を検出できないのが難点です｡
2) PAGE法(ポリアクリルアミドゲル電気泳動法)
PAGE法は,核酸分子やたん白質分子の分離･精製に広く利用されてい
る技法の1つであります｡ウイロイドRNA分子もこの方法によって分離
されますので,各種ウイロイドの検出･定量法として定着してきました｡
植物葉組織には,ウイロイドの分子サイズに近い低分子核酸が存在し,し
ばしばウイロイドのバンドと重なって分別しにくい場合があります｡そこ
で,最初の泳動は末変性条件で行ないウイロイド近傍の位置をマ一一クし,つ
いで変性条件下で泳動方向を逆にして泳動を往復させるか, 900傾けて二
次元方向に泳動させるか,あるいはウイロイド近傍のゲルを切り取り,変
性ゲル中で再度泳動させるなど,変性処理を併用した環状RNAの検出法
が考案されました｡
HSVdの検出例を次に紹介しましょう19)｡感染ホップの葉組織(0.25-0.5
g)の低分子核酸を4-6oCでゲル電気泳動(末変性)にかけ,宿主の4SRNA
や5SRNAが溶出した時た泳動を止めます｡次に変性緩衝液(60oC)にゲ
ル板を移し泳動を往復させますと,環状のHSVdのみがゆっくり泳動して
線状の宿主低分子核酸ときれいに分別されるようになります｡銀染色に
よってHSVdバンドが明瞭に見分けることができます｡この方法の操作完
了までに約7時間を要します｡また,この方法によってPSTVd(ジャガイ
モspindletuberウイロイド)の激症系統(severestrain)と軽症系統を分
別することが可能です14)｡両系統の塩基数はいずれも359個ですが, 3個の
6塩基置換の差が変性条件下の2次構造に反映し易動度の差となってあらわ
れたものと考えられます｡
3)核酸雑種形成法
各種ウイロイドの全構造が決定され,ウイロイドの種類や系統によって
一定の塩基配列をとることが明らかになりました｡そこで,ウイロイド
RNAと鍵･鍵穴のような関係にある,いわゆる相補DNAをプローブとし
て用い,ウイロイドRNAとの雑種形成の有無lこよって検出する手法が確
立されました｡最初の報告はドットプロット法によるPSTVdの検出で,
1981年のことでした8)｡これがウイロイドの分子疫学研究の先駆となりま
した｡
前述しました生物検定法とPAGE法によるHSVdの検出実験に引き続
いて,我々は次に, HSVdの相補DNAを供試して核酸雑種形成に基づく
検出を行いました16･18･19)｡感染ホップ葉の低分子核酸をニトロセルロース
膜に固定させ, 32P標識の相補DNAに対する雑種形成を試みたところ, 1
spot当たり10-100pg相当のHSVdが検出されました｡とくに,キュウリ
を用いる生物検定法やPAGE法で陰性であると判軍されたホップでも感
染していることが確認される事例もあり,この方法の検出精度が秀れてい
ることがわかりました｡表2にその結果をまとめて示してあります｡核酸
雑種形成法による検出操作の開始から結果の判定までに要する期間は比較
的短く, 3-4日で終了します｡
蓑2　ホップにおけるHSVdの検出
試料 賠5fH,ﾈﾉ??僣SVd検定 の判定 
生物検定法 ??Yd?核酸雑種 形成法 
健全ホップ 株66 株134 ? 調? 
感染ホップ 株V6 偖ﾂ? 調? 
株V8 調?¥ 調?¥ 
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本法に供試される核酸プローブの種類としては,上述の相補DNAのほ
かに,リボプローブと呼ばれる相補RNA(アンチセンスRNA)やウイロ
イドRNAを鋳型にして合成された2本鎖DNAがあります｡ PSTVdの
検出精度を比較~したデータによりますと9),リボプローブによる検出が最
も精度が高く, 0.33pgまで検出されたのに対して,相補DNAの場合は10
-100pgのオーダーでありました｡また, 2本鎖DNAでは100pg近傍が
検出限界でありました｡
核酸雑種形成法による検出精度は,核酸プローブの種類はもちろんのこ
と, 32Pの標識方法が5′末端標識か,ニックトランスレーションによるの
か,あるいは非放射性のビオチン標識であるのか,また標識物の比活性な
どによっても異なります｡これまでに報告された各種ウイロイドの検出精
度を総合しますと,生物検定法が100pg/ml, PAGE法(銀染色)が1-10
pg/slot,相補DNAプローブによる雑種形成がJ10-100pg/spot,またリ
ボプローブを用いた雑種形成法が0.5-2pg/spotのオーダーになります｡
最近では,ウイロイドRNAに相補的なオリゴヌクレオチドDNAを人
工合成させた,いわゆる合成DNAプローブや, PCR法によって目的とす
るオリゴヌクレオチドを大幅に増幅させて合成する手法も確立されてお
り,ウイロイドの検出法に一段の進展が見られるようになりました｡
3.分子構造からみたウイロイドの疫学
1)生態系におけるウイロイドの動態
以上に述べましたような検出･定量法を駆使して,ウイロイド感染症の
疫学研究が展開されました｡まず, HSVd(キュウリ系統)の相補DNAと
反応するウイロイドがプドーウやスモモから発見されました11･13)｡未知のウ
イロイドを探索する有力な武器として相補DNAが使われたのです｡また,
ASSVd (リンゴさび果ウイロイド)の相補RNAがリンゴ斑入果病試料の
低分子核酸と雑種形成し,同一病原によることが確認されました3)｡草本の
検定植物が見つかっていないASBVdやCCCVd (ココナツカダンカダン
ウイロイド)では,相補DNAによる検出･診断条件が検討されました7,15)｡
このように核酸プローブは,新種ウイロイドの同定,分頬,診断をはじめ,
8ウイロイドの地理的分布と伝播ルート,感染源の究明,感染経路の追跡な
どに一層威力を発揮するものと考えられます｡
大部分のウイロイド感染症では,機械的な接触と苗木(栄養繁殖体)に
よる伝染が主な伝染方法であります｡媒介虫や種子による伝染はごく一部
のもので確認されているにすぎません｡たとえば,多年生の宿根性草本植
物であるホップがHSVdに感染した場合,ウイロイドはホップの根系で越
年します｡翌春,ホップが萌芽すると, HSVdは地上部の主茎や葉へ移行
して増殖します.'数年に及ぶ感染経路の調査から,この病気は保毒苗と地
上部の接触によって伝染することが明らかになりました(図1)19)｡このよ
うな成果をふまえて, HSVd感染症の予防戦略を構築することができたの
です19･20)0
2)ウイロイドの機能領域に基づいた検出と定量
現在, PSTVdやHSVd,CEVd(カンキツエクソコ-テイスウイロイド)
などでは多}くの自然変異株(系統)が分離され,その分子構造が解明され
ております｡あるウイロイドの系統は病原性の変異したものでありますが,
他のウイロイドでは塩基の置換が病原性の変異に関与しない場合もありま
収碓期(8-9月)
rlf]芽期(4-5F日
図1ホップ嬢化病の伝染環
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した｡
表1に示しましたように,ウイロイドRNAにはたん白質をコードする
遺伝子が刻み込まれておりません｡またウイロイドRNAが細胞核に局在
していることが明らかになっておりますので,ウイロイドRNA分子その
ものが宿主遺伝子の発現過程と干渉することによって病気が起こるのでは
ないかと考えられるようになりました｡
また,ウイロイドRNAの構造に着目して,既知ウイロイド(ASBVdを
除く)の二次構造に適当なギャップを入れて比較しますと,特定の領域で
相同性が高いことがわかりました｡まず,複製に必須の中央保存領域のC
(conserved central domain) ,その左側に病原性を支配するP (pathogenic
domain),左端のループを含むTl (left-handterminaldomain),次にC
の右側に変異の起きやすいⅤ(variabledomain),右端のループを含むT2
(righトhand terminal domain)の5つの機能領域に分けられました(図
2)6)｡ PSTVdでは宿主の病徴が軽微なもの,激しい症状を示すもの,宿主
を枯死させるものなど,さまざまな自然変異株が分離されております｡す
べて359塩基から成りますが,これらの間で認められる2-7塩基の変化は
いずれもP領域に集中していることが明らかになりました｡同様に,CEVd
の自然変異株でもP領域の構造変化と病微発現が対応していることが確
認されております｡
これに対して, HSVdの自然変異株では上述のPSTVd, CEVdの場合と
異なり, P領域の変異によって病原性に変化が認められないことが分かり
TI P c v T2
iiiii
CC CCGG
GG GGCC
U
図2　ウイロイドの機能領域のモデル
(Keese & Symons 1985)
矢印は逆反復配列, RとYはオリゴブリンとオリゴビリ　ミシンの配列を
示す｡
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ました｡たとえば, HSVdのホップ系統(297塩基)とキュウリ系統(302
塩基)の間には16個の塩基の変異(置換,挿入,欠失)がありますが,病
理学的性質はほとんど同じでありました｡両系統はドットプロット法に
ょって相互に雑種形成し,反応温度を上げていくと,両者の間に明らかな
差が認められました10)｡また, HSVdのブドウ系統(297塩基)はホップ系
統と比べ1塩基だけ異なる変異株ですが,合成DNAプローブ(C領域の上
側配列に相補的な合成オリゴヌクレオチド)を用いて両者を判別すること
ができました12).･=のように病原性が同じで,生物検定によって区別するこ
とができない場合でも,合成プローブを含めた相補DNAによってウイロ
イドを検出･定量することが可能になりました｡これらの成果は,それぞ
れのウイロイドの分子構造の解明によってはじめて明らかにされたもので
す｡分子構造に基づく疫学は広汎な宿主域をもつウイロイドやその地理的
分布を調べる研究において,きわめて有用な情報を提供するものと期待さ
れており要す｡
ところで,ウイロイドの分子構造の比較研究から重要な所見が報告され
ました｡ CLVd(コルムネア潜在ウイロイド)は,名前が示すように観賞植
物であるコルムネアに潜在的に感染する病原体です｡これをトマトやジャ
ガイモに接種しますと, PSTVd感染と同様に激しい病徴がひき起こされ
ます｡構造解析によりますと, CLVdの中央保存領域にはHSVdと似た構
造が,左端のTl領域とP領域の上側配列にはPSTVdが,同じくP領域
の下側配列にはTPMVd (トマトプランタマチョウイロイド)が,一方の
右端T2領域にはTASVd(トマトアピカルスタントウイロイド)と似た構
造があって, CLVdは既知ウイロイドの機能領域から編成されていること
が明らかになりました4)｡このことから,いくつかのウイロイドが混合感染
している細胞において,機能領域レベルのRNAの組換えが起こって
cLVd分子が生起したのではないかと推定されております｡したがって,こ
のようなウイロイドを検出する場合には,CLVd特有のⅤ領域の配列を標
的にした雑種形成法が有用であろうと考えられます｡
すでに述べましたように,核酸雑種形成法によるウイロイドの検出精度
は,生物検定法やPAGE法に比べてきわめて高いのですが,そのことが非
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特異反応を生じやすい原因にもなっております｡また,ウイロイドの種類
やその系統の塩基配列の違いが雑種形成の結果にどのように影響するかと
いう特異性の問題もあります｡核酸雑種形成法の備えている検出精度と特
異性の利点を生かしながら,対象とするウイロイドに特異的な配列を標的
とした核酸プローブを用いて非特異反応を抑える工夫をするならば,ウイ
ロイドを的確,迅速に検出･定量することが可能になると考えられます｡
3)生態的特性に関与するウイロイドの構造
次に,ウイロイドの生態を規定する問題について考えてみたいと思いま
す｡宿主植物がある場所で生活環を開始しますと,終生そこでの固着生活
を余儀なくされます｡そのため,植物の側では無数の生物的,非生物的障
碍をのり越える手段を生活環のしくみのなかに獲得してきました｡植物を
宿主とするウイロイドの生態も,このような宿主のおかれた生存環境の制
約をうけていることは否定できないと思います.1これまでに報告されてい
るウイロイド感染症の宿主域の研究によりますと,病徴が現われないで潜
在的に感染する事例が意外に多いことが明らかにされております17)｡おそ
らく,潜在感染しているいくつかのウイロイドが特定の感受性植物に導入
されますと,病原性を示すようになるものと考えられます｡したがって,ウ
イロイドの生態的特性に関与する要因の1つとして,ウイロイドの宿主特
異性が挙げられます｡宿主植物による異物ウイロイドを識別する機構は詳
しく解明されておりませんが,現象的には非宿主(ウイロイドが細胞に侵
入しても感染増殖しない)と宿主(無病徴の状態で潜在感染するか,ある
いは発病する場合)の2つに区別されます｡
ウイロイド病原性の発現機構として次の仮説が出されております｡これ
らの仮説は,ウイロイドRNAのプラス鎖,あるいはマイナス鎖の塩基配列
と宿主因子(細胞由来のRNA成分)のそれとの比較によって提示されたも
のです｡
第1の仮説は,宿主mRNAのスプライシング干渉説であります｡
PSTVdの激症系統のある部位(Tl領域から数えて#113-118, #307
-311)の塩基配列が,核内低分子RNAの一種であるUIRNA (核質に存
荏)の5′末端近傍の配列と相同であるので,激症系統がUIRNAと競合し
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てmRNAの成熟に干渉するという考えに基づいております1)｡一方の軽症
系統では, 3塩基(#120, #309, #312)の置換があってUIRNAとの競合
が起こり難く,スプライシング過程は正常に進行するものと考えられまし
た｡
第2の仮説は,細胞質rRNAのプロセッシング干渉説であります｡植物
細胞では,核内の核小体においてrDNAから45SのrRNA前駆体が転写
され,核小体に存在するU3RNAによって18S-5.8S-25Sの3種類の
rRNA分子種に切断されることが知られております｡例をあげますと,
PSTVdの#64-108に及ぶ配列が5.8S rRNAと25S rRNAの間をつな
いでいるスペーサー配列と結合することにより, U3RNAのプロセッシン
グ機能が抑えられるという考えがあります5)0
第3の仮説として,宿主のシグナル認識粒子の機能阻害説があります｡晴
乳類のたん白質の膜透過に必要なシグナル配列を識別するシグナル認識粒
子には, 7SRNAが含まれております｡トマトの葉から分離された7SRNA
(299塩基)は,その塩基配列と二次構造の類似性から晴乳類のシグナル認
識粒子にふくまれる7SRNAと同じ機能をもつのではないかと考えられ
ております｡ところが驚くべきことに,トマト葉の7SRNAの塩基配列が
PSTVd-RNA (#279-309)と相補性を有していることが明らかになりま
した2)｡同様な塩基配列の相補性は, CEVd, TASVd, TPMVdなどにも
存在することがわかりました｡このことから,ウイロイドの病原性はアン
チセンスRNAの作用と同じで, 7SRNAと結合して安定な雑種分子が形
成され,その結果,分泌たん白質や膜たん白質の膜透過に障害が起こり,細
胞膜の構造と機能が異常になるのではないかと考えられます｡
以上に,生態的特性の1つである宿主特異性に着目して,ウイロイド
RNAの構造と宿主因子の相互作用のレベルから病原性発現機構の仮説を
紹介しました｡果たして感染細胞内でどんな機構が働いているのかは今後
に残された問題であると思います｡
4.おわりに
ウイロイドの疫学は,その発見当初は生物検定法とPAGE法に依存して
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おりました｡その後,病原体としてのウイロイドRNA分子を直接対象とす
る分子生物学的解析法が進展し,それが背景となって分子疫学が登場する
に至ったと考えられます｡
核酸雑種形成法に利用されるプローブとしては,すでに述べましたよう
に,リボプローブ,あるいは合成DNAプローブなどのような検出精度が高
く,かつ特異性を有するものが開発されております｡将来は核酸プローブ
の標識に取り扱いの厄介なラジオアイソトープを使わない方法,たとえば
非放射性のビオテンや蛍光色素を標識したプローブを普及させることも必
要であろうと思われます｡
今後,生態系における各種ウイロイドとその系統の動態解明をはじめ,ウ
イロイド分子を導入したトランスジェニック植物の追跡など,分子疫学の
果たす役割はきわめて大きいと考えられます｡
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植物ウイルスの分子生態学
江　原　淑　夫
1.はじめに
植物ウイルスは形態,構成および病原性などの性質から26のグループに
分類されている｡ゲノムタイプは1本鎖RNAでmRNAとして機能する
もの(+ssRNAタイプ), 1本鎖であるがmRNAと相補的関係にあるもの
トssRNAタイプ), 2本鎖RNA (dsRNAタイプ), 1本鎖DNA (SSDNA
タイプ)および2本鎖DNA(dsDNAタイプ)の5種があり,基本的には
動物ウイルスと同じである｡これまでに600種以上の植物ウイルスが発見
されているが,+ssRNAタイプが圧倒的に多く80%近くを占めるl)こと
が動物ウイルスとの大きな違いである｡感染性についてみると多犯性で宿
主範囲の広いものから極めて限定されるものなど種々である｡ゲノムタイ
プの違いにより増殖機構は細部において異なり,ウイルスの分子生態もグ
ループによってかなりの違いが認められる.本稿では代表的な+SSRNA
ウイルスであるタバコモザイクウイルス(TMV)やキュウリモザイクウイ
ルス(CMV)を例にとって侵入から増殖そして死滅に至るライフサイクル
を追ってみたい｡
2.侵入
植物ウイルスの伝染法は種々あるが,感染は細胞の損傷部からの侵入,す
なわち機械的感染と生物によって媒介される侵入･感染の2種に大別され
東北大学農学部
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る｡いずれでもウイルス授受の場面は基本的に共通点は多いように考えら
れる｡ In vitroでのウイルス侵入についてみると,例えばタバコの葉肉細
胞より調製したプロトプラストにTMVを作用させると,棒状粒子の一端
でプロトプラスト原形質膜に吸着する｡次いで膜の陥入(エンドサイト-
シス)が起こり細胞内に取り込まれて行く｡このTMVの感染にはポリー
L-オルこテンのようなポリカチオンの添加が必要であるo　ポリカチオン
がTMV粒子の負荷電を中和しプロトプラスド膜との結合を容易にし,ま
たエンドサイト-シスを誘起して取り込みを促進にすると考えられてい
る2)｡しかしポリオルこナンは細胞膜を損傷し,そこからウイルスが侵入す
るというエンドサイト-シスによる取り込みに否定的な意見もある3)o
植物への人工接種法にカーボランダムのような研摩剤と共にウイルス液
を塗り付ける方法がよく用いられる｡この場合植物表面のワックス層(ク
チクラ)が部分的にはがれ,そこに開口した細胞壁の細孔(エクトデスマ
タ)をウイ■ルスが通過し表皮細胞膜に達し感染するとの説がある4)｡しかし
表皮細胞を原形質分離させ細胞壁と細胞質膜間にウイルス液を注入しても
感染しないことなどエクトデスマタ侵入説に否定的実験結果も多い｡これ
までにエクトデスマタ中のウイルスを電頗的に確認したという報告もな
い｡CMVのササゲへの接種ではクテクラを擦傷しても感染せず,細胞壁を
わずかに破って細胞内にウイルスを導入して始めて感染が認められる｡し
かしこの場合傷の程度が感染に大きく影響し,過度に細胞壁が破損すると
感染出来ない｡表皮細胞壁と内部の細胞膜が損傷すると無傷部分との間に
負傷電位が生ずる｡細胞膜の修復と共に負傷電位は消失するが,消失後ウ
イルスは感染しない｡この結果は細胞膜の修復後はウイルスは取り込まれ
にくくなることを暗示する5)0
3.増殖
ウイルスは細胞内に侵入後脱外被する｡TMVについてみると,内部核酸
の5′末端方向の一端の外被タンパクサブユニットがほぐれ脱外被が進む｡
脱外被の進行と共に外被タンパクサブユニットとおきかわるようにリボ
ゾームが結合しポリゾーム様構造をとる｡これはストリポゾーム6)と呼ば
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れ,そこでポリペプチドが合成される｡すなわち脱外被と共役したタンパ
ク合成によっていわゆる"初期タンパク"が合成される｡初期タンパクはウ
イルスRNA依存のRNA複製酵素関連タンパク(130kdおよびリードス
ルーによる180kdタンパク質)で宿主成分が加わる形で酵素活性を発揮す
るものと考えられる｡このRNA複製酵素によって完全に脱外被したウイ
ルスRNAを鋳型として相補鎖(-鎖)が合成され,一鎖ウイルスRNAよ
り+鎖の子ウイルスRNAおよび部分転写による2種のサブゲノムRNA
(30kdタンパク質と外被タンパク質をコードするもの)が生成する｡ 30kd
タンパク質はウイルスの移行に関与し,感染の初期に合成速度は大きくウ
イルスが積極的に細胞間移行することがうかがえる7)｡ウイルス外被タン
パク質量はそれを追って急激に増加する｡ 30kdタンパク質はウイルス
RNAと結合してRNaseなどから保護することや,プラズモデスマタを開
口させるなどの機能がありウイルスの移行に関与すると考えられている｡
CMVは球状粒子であり少くとも4種のRNAを持ち,分子量の大きい
方からRNA1-4と呼ばれている｡ RNAl,RNA2およびRNA3と4を
含む粒子密度のほぼ等しい3粒子があると考えられる(図1)｡細胞へ侵入
後の脱外被の部位や極く初期のタンパク質合成については不明である0
RNAlからは1aタンパク質が, RNA2からは2aタンパク質が翻訳され
るが,これらはウイルスRNA複製酵素関連タンパク質で, TMV,TYMV
｡キャブシド◎ ◎ ◎
ORNA　　　　　　　　　　　　　　　　#3　　0.69　　　　#5　　0.ll
#1　旦二些　　　　　#4　旦二塁　　　#2　旦二旦巨　旦二旦巨
○粒子　　　　　　　　5.39　　　　　　　　　5.34　　　　　　　5.38　5.27×106
図1. CMV粒子の構成8).数値はキャブシド, RNAおよび1粒子としての分子
量. 5はサテライトRNA.
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1血タンパク
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Jr2-0-I-
2574
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-12-9-9-
76　　　657　　　~　　301
図2. CMV-Y RNAのゲノム構成9)
上段:コードタンパク名,下段:塩基数,右端:総塩基数:RNA4は
RNA3からのサブゲノム.
図3, CMVのサテライトRNAによるトマトの壊そ症状
などのほかのウイルスの場合と同様,酵素活性発現には宿主成分が関与す
ると考えられている｡ RNA3には3aタンパク質と外被タンパク質がコー
ドされているが翻訳されるのは3aタンパク質のみで,外被タンパク質は
RNA3から転写されるサブゲノム(RNA4)から翻訳される(図2)0 3aタ
ンパク質はウイルスの移行に関与すると考えられている｡ CMVは先に述
べたように容易に機械的伝染･汁液伝染をするが,圃場ではアプラムシに
よる伝搬が頻繁に行なわれている｡このアブラムシ伝搬性はCMVの外被
タンパク質が担っている｡TMVもまた機械的伝染･汁液伝染は容易である
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が虫媒伝染しない(バッタで伝染すると言われるが,その唆喰性からむし
ろ機械的伝染に近いもので,また実際上問題にならない)0 TMVRNAに
CMVの外被タンパク質を着せるとアプラムシでTMVが伝染するように
なるo CMVの黄色系統はタバコ(N. tabacum cv.ky57)の接種葉に黄色
斑を形成するが, CMVの普通系統では接種葉に病徴は現われない｡この違
いはCMVのRNA3の外被タンパク質のコード領域の違いに起因するよ
うである｡このようにウイルスの外被タンパク質は虫媒伝染性や病原性に
も関与しており,その機能は複雑であることが分かる｡ CMV-Fnyと
CMV-Mの比較ではRNA3が宿主範囲にも関っている｡
ウイルスにはそのゲノムの増殖に付随して増殖するいわゆるサテライト
核酸やサテライトウイルスが認められる場合がある｡ CMVには330-390
ヌクレオチドのいくつかのサテライトRNAが認められている｡このサテ
ライトRNAは病徴発現に深くかかわるものもある｡ CMVは一般にトマ
トに感染してモザイク症を発現するが,サテライトRNAが加わると全身
壊そを生ずる場合がある(図3)o CMV-YのサテライトRNA (YISat
RNA)ではNheI切断部位より上流にトマトに壊そを誘導する領域があ
る｡またこのサテライトRNAにはORFが3ヶ所あるが,その発現による
ペプチドは病原性には関係しない10)0 CMVのサテライトRNAはいずれ
もヘルパーウイルスであるCMVの増殖を抑制し, Y-satRNAは95%11),
弱いものでも50%位は抑制する12)0 Y-satRNAはまたタバコ葉に鮮明な
黄色をもたらす11)｡Y-SatRNAのcDNAを導入した形質転換タバコでは
Y-satRNAは生成するが病徴は現われない｡この形質転換タバコにCMV
を接種すると黄化症状が発現する13)｡したがってCMVのサテライト
RNAによる病徴はサテラ1トRNA単独では発現せず,ヘルパーウイル
スの増殖と共役して発現する｡
4.宿主との反応
ウイルスゲノムと宿主遺伝子とのかかわり合い,あるいはウイルスゲノ
ム発現によるタンパク質と宿主遺伝子発現によるタンパク質問のかかわり
合いの中でウイルス感染宿主の反応は進行する｡宿主においてウイルスゲ
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ノムが正常に発現し,宿主遺伝子発現もある程度以上のレベル維持出来れ
ば,宿主とウイルスの共生関係は成立する｡宿主遺伝子発現がほとんど影
響されなければ無病徴感染となるであろう｡この影響が大きくなるにつれ,
病徴は強くなる｡逆にウイルスゲノム発現が宿主側から制御され,極端な
場合は非宿主にみられるように全く増殖が出来なくなることもある｡ウイ
ルスゲノムからウイルス核酸複製酵素関連タンパク質が生成されても,酵
素活性発現に不可欠な宿主側成分の供給がなはれば,あるいはその結合が
阻害されればク'ィルス核酸の複製は不可能となる｡宿主側がウイルス侵入
を阻止したり,侵入ウイルスの脱外被を宿主成分が阻害することもあろう｡
また移行関連タンパク質の発現やその機能を抑制によりウイルスは移行出
来ずにとじ込められてしまうこともあろう｡ウイルスゲノム配列を改変し
たり,変異株を用いた実験から,わずかなゲノムの構造変化によって,そ
してその発現タンパク質のアミノ酸のほんの2,3の変化によってその機能
が極端に低下したり,全く失われてしまう14)｡ウイルスが宿主に感染して増
殖することは,以上のような種々の条件が満されてはじめて成就すること
であり,むしろ極く限られたケースであると言える｡
ウイルス感染のタイプは局部感染と全身感染に大別される｡前者には局
部壊死斑を生ずる過敏感反応が含まれる｡タバコのXanthincにTMVを
接種し, 25oC以下におくと過敏感反応により壊死斑が形成されるが, 31oC
以上では壊死斑の形成はなく全身感染する｡接種後それぞれの温度下にお
いた後, poly(A)mRNAを抽出し, in vitro translationによる翻訳産物を
比較すると,25oCでは60,49,35および33kdのタンパク質が特異的に検出
される｡ 35および33kdタンパク質はストレスタンパク質(PRタンパク
質)のβ-グルカナ-ゼと考えられ, 60および49kdタンパク質も壊死誘導
能はないらしい｡未だ壊死誘導に直接関与するmRNAやタンパク質を特
定するに至っていない｡過敏感反応において,ウイルスは当初は全身感染
の場合と同様増殖するが,病斑形成と共に増殖は極端に抑制される｡病徴
発現に伴ないフェニルアラニンアンモニアリガーゼ(PAL)が活性化し,リ
グニン,スベリンほかフェノール重合物,芳香族化合物が細胞壁へ集積し,
β-1,3-グルカンやカロースの様な多糖質が細胞壁,細胞間隙および細胞
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間連絡部分に沈着し,ハイドロキシプロリンに富む糖タンパク質が加わっ
て不溶化が進み物理的障壁が形成される｡特に病斑周辺部でPALやパー
オキシターゼなどの酸化酵素の活性化が著しく,PRタンパク質,ファイト
アレキシン様物質やエチレンの生成も病斑部よりは周辺部で多量生産され
る15)｡ CMV感染ササゲ葉での壊死斑形成も明らかに壊死部反応とその周
辺細胞の反応という2つのphaseに分けられる15)｡病斑周辺部ではウイル
スの移行能の制御があるものと考えられる｡
一方,全身感染ではウイルスはよく増殖する｡ CMV感染タバコやピー
ナッツ矯化ウイルス(PSV)感染ササゲにおける全身感染では,ウイルス
増殖に伴って多量の外被タンパク質が細胞核中に入り込み,クロマチンと
強固に結合する｡また非ヒストンタンパク質も変動する｡これは宿主DNA
の転写に影響し,ウイルスと宿主の共生関係の下地を作るものと考えられ
る｡全身感染の場合, poly(A)mRNA (宿主mRNA)の生成量が低下し宿
主の転写活性が顕著に低下することが多い｡全身感染における黄色斑やモ
ザイク症の発現には宿主mRNA生成量の低下,リボゾーム量の減少,そし
て宿主の主要なタンパク質合成の抑制がある15･16)｡CMV黄斑系感染タバコ
葉での黄色斑出現には種々のタンパク質が減少するが,その1つに核
DNAにコードされたチラコイド膜結合の光化学系ⅠⅠを構成するタンパク
質がある17)｡
先に述べたように植物ウイルスはゲノムタイプの違いにより増殖過程は
細部で異なるが,いずれにせよ宿主タンパク合成の基幹にかかわるもので
あり,したがって表現型としての病徴はウイルス特有の類似性が認められ
る｡
5.分解･崩壊
ウイルス増殖の最終産物としてウイルス粒子が生成する｡ CMVなど多
くのウイルスは細胞質に散在するが規則的に配列した結晶集塊として存在
する｡ CMV感染タバコにおいて細胞質のウイルス粒子はageが進み液胞
部分の増加に伴って液胞へと排出され,やがて崩壊する｡細胞質中ですで
に結晶集塊をなしていたもの,あるいは比較的ウイルス密度の高い部分が
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図4.タバコ葉細胞液月包内のCMV集塊
液胞内に入るとよりウイルス化が進む(図4)｡これらの結晶集塊中のウイ
ルスは,個々として存在する粒子に比べ安定である｡外被タンパク質の変
成は初期ではウイルス粒子間の結合･結晶化を強めるが,さらに進むと内
部核酸の崩壊を起こし,中空粒子となりやがて外被タンパク質の分解によ
り粒子形態の全面的崩壊に至る｡液胞内ウイルス集塊はageの進んだ細胞
よりも若い細胞で多く認められる｡若い細胞では液胞中にprotease in-
hibitorの活性が高く, proteaseの作用を受けにくいことがあるのかもし
れない｡細胞のageが進むにつれて液胞内のprotease inhibitorの活性は
低くなり,proteaseやRNaseの活性は逆に増加する｡またpHやイオン強
度の変化がこれら分解酵素の作用を含めて粒子の分解を促進すると考えら
れる｡CMVは増殖期にはかなり細胞質に蓄積するが,その後は以上のよう
な経過で不活化粒子の増加および崩壊により量的減少が進む｡以上のよう
にCMVは分解し易く不安定であり,宿主植物の老化と共にその活性は著
しく低下し,宿主の枯死によってほとんど完全に不活化する18)｡TMVのよ
うな安定なウイルスは宿主組織の枯死･脱落後もかなり活性を維持し,伝
染源として無視出来ない｡ CMVは枯死植物やその残骸中での長時活性保
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持は難かしく,越年性や永年植物体の生細胞中に潜伏し翌年の伝染源とな
る｡伝染源としての越年形態もウイルスの種類によって決して同じではな
い｡
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遺伝子操作細菌の行動
豊　田　秀　吉
1.はじめに
植物の土壌病害を防除する方法の1つに,病原菌に括抗する微生物を利
用した生物防除法(Biologicalcontrol)13)があり,最近では多くの研究者
によってその効果が検討されるようになった｡しかしながら,この方法に
も問題点は多く,なかでも使用した括抗微生物の土壌における挙動が不明
で,そのことが結果的には安定した防除効果を得られないことにつながっ
ている｡満足のいく効果を得るためには,土壌中の括抗微生物の挙動を人
間の手でいかに制御するかにあり,そのためには,まず論理的に解析でき
るシステムを作り,問題点を単純にすることからはじめて,それを実際の
圃場レベルに適用していくことが重要である｡表題に示された遺伝子操作
細菌の利用は,このような研究には特に有効で,種々の遺伝的マーカーを
付与することによって,その挙動を正確に追跡することができ,計画した
システムが適切であったかどうかを評価するのに役立つ｡現在のところ,安
全性や法的規制を考えると,組換え微生物を利用できる研究の範囲には限
界があり,研究対象も制徹しやすい室内実験系に限定されている｡しかし
ながら,得られた結果を解析すれば,実際の防除法を検討し組み立てる場
合の参考にもなる｡ここでは,トマトの萎凋病やイチゴの萎黄病などのフ
ザリウム病を中心に,微生物防除法の観点から,遺伝子操作細菌の行動を
紹介する｡
近畿大学農学部
26
2.根面生息性細菌の分離
括抗微生物を利用して土壌病害を防除する場合,その微生物が具備すべ
き性質として, ①対象とする植物の根面で生息する(より厳密には根の伸
長とともに根面で増殖し,根面をコートするような状態で生息する)こと
と, ②病原菌に対して強い抗菌活性を有することが必須となる｡最抑こ,
このような細菌の分離法を紹介する｡
根面生息性細菌と植物との間には遺伝的相互関係があると考えられてい
るので4㌧実際には対象とする植物種の根部から細菌を分離する｡まず,梶
を水道水と滅菌水で十分洗浄し,完全に表面土壌を取り除いた後,洗浄根
を磨砕して,その低速遠心上清を素寒天プレート上にまく｡次に寒天表面
が乾いた後,あらかじめ無菌的に育成した同植物の幼苗をプレートに置き,
さらに数日間培養する｡この場合,細菌の増殖は植物根からの分泌物にの
み依存す､るので,根部接触面で増殖した細菌はその植物根と親和性が高い
ものと考えてよい｡このような分離菌が有効な根面生息性細菌であるかど
うかを判定するためには,種子表面に処理した分離菌が,伸長した根の先
端部から再分離できるかどうかを検定する｡通常,根面定着性のない細菌
では,種子浸清に用いる細菌液の菌密度を108CFU/mlに調製しても,根部
からは再分離されないが,本法で得た細菌は, 103-104CFU/mlに調製し
た細菌液に30秒間浸漬するだけで,その後に伸長した根の各部から再分離
できる｡
根面生息性細菌が次に要求される性質は抗菌活性であるが,ここでは,筆
者らの研究室で考案した『胞子プレート法』を紹介する｡まず,ウレタン
に植菌したフザリウム菌を数日間振とう培養すると多数の分生胞子を得る
ことができる｡これを滅菌水で数回遠心洗浄し, Czapek寒天培地に包埋し
て,胞子プレートを作製する｡この胞子プレートを培養すると, 24-48時
間で菌糸が蔓延し,プレートはスリガラス状を呈する｡プレート作製後,各
種の培地プレートを重層すれば,胞子プレートで蔓延した菌糸が上部プ
レート内に進入し,同様にスリガラス状を呈する｡このような性質を利用
して,根面生息性細菌の中から抗菌性細菌を分離する｡別の培地にあらか
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図1細菌接合による遺伝子伝達
遺伝子導入に用いるベクター(pUCD623)にはトランスポゾン(Tn4431)が
組込まれており,さらにトランスポゾン内には, luciferase生産遺伝子オ
ペロン(lur)がテトラサイクリン抵抗性遺伝子(Tcr)およびtransposase
(Tn♪)の上流に導入されている.接合伝達されたベクターには,受容菌内
で増殖できるoriがないので(このようなベクターを自殺ベクターとも呼
ぶ),トランスポゾンが染色体のいずれかの遺伝子のプpモクー下流に挿入
された場合にのみ,発光能を発現できるようになる｡
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じめプレーティングした細菌を培地ごと胞子プレート上に重ねる｡抗菌活
性を有する細菌コロニーの周縁部には阻止帯が形成されるので,多数の検
定菌の中から効率よく抗菌性細菌が分離できる｡また,最初に述べた方法
と併用すれば,分離菌の根面生息性を確認しつつ,病原菌に対する抗菌活
性を検定することができる｡すなわち,植物種子を分離菌液に浸漬し,余
分の菌液を滅菌漉紙でふきとった後,素寒天プレートで根を伸長させ,植
物ごと上述の胞子プレート上に重ねて数日間埠養すれば,根部周縁に沿っ
て阻止帯が形成される｡以上の方法で,筆者らは抗菌性を有する根面生息
性細菌(Serraiia marcescens)を分離し, KM-201と命名した｡
3.遺伝子操作した根面生息性細菌の利用
実際の微生物防除には, KM-201をそのまま使用してもよいが,本菌の
挙動を解析するには,何らかの遺伝的マーカーを付与しておくことが好都
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図2　トマト種子に処理した根面生息性形質転換体KM-201lwの根伸長にとも
なう量的変動
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合である｡このようなマーカー遺伝子には, β-glucuronidase生産遺伝子1)
や1uciferase生産遺伝子オペロン(ltLr)8･9)が使用されているが,特に後者
は,検定菌染色体への導入が可能で,形質転換された細菌は発光能を獲得
することから,その挙動を可視化できる利点があるo筆者らもIu遺伝子オ
ペロンをKM-201に導入し,根面生息性を発光能によって検定した｡まず,
luの導入法を図1に示す｡この方法で形質転換した細菌をテトラサイク
リン添加培地で一次スクリーニングし,発光能を有するとともに,形質転
換後も根面生息性と抗菌性の両性質を保持した組換え体(KM-201lu)を
選抜する｡再分離する場合にも,希釈した植物磨砕液や土壌懸濁液をテト
ラサイクリン添加培地にプレーティングし,l比方遺伝子をプローブとしてコ
ロニーハイプリグイゼ-ションを行う.以上に述べた方法でトマトを種子
処理し,土壌条件下で同様の実験を行ったところ,根部から分離される菌
密度は,図2に示すように,根の伸長とともに減少することが明らかとなっ
た｡このような菌密度の減少は,処理菌の増殖度に関係するもので,微生
物防除の効果を低下させる主な原因でると考えられている13)｡すなわち,こ
の問題点をいかに克服するかが微生物防除法の大きな課題でもある｡
4.根面生息性細菌の増殖促進
土壌中で根面生息性細菌の増殖を促進させるためには,何らかの栄養物
質,とくに炭素源を土壌に投与する方法が考えられる｡この場合,投与し
た物質が防除システムそのものを補強するものであれば,実際上の利用価
値もさらに高くなる｡筆者はこのような物質としてキチンが最適であると
考えている｡その理由としては, ①キチンおよびその分解酵素が古くから
注目され,土壌中にキチン質を添加すれば,キチン分解菌が増加し,病原
菌数を低下させること6), ②キチン添加土壌から分離した細菌が土壌病害
の防除に有効であること10･11),③S.marcescensのある系統(主に
QMB1466)からは数種のキチン分解酵素が分離され7),そのいくつかの遺
伝子については塩基配列も決定されていること2,5),などを挙げることがで
きる｡また,筆者らがトマト萎凋病の菌糸細胞壁を固形核磁気共鳴法で解
析したところ,その主要骨格がキチンとキトサンであることが示されるな
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ど3),キチンやキトサンを分解する微生物の重要性が考えられた｡言い換え
れば,キチン添加系を併用することで,キチンやキトサン分解酵素を分泌
する微生物を防除システムに組み込むことが可能となる｡ただ,筆者らが
分離したS. mwcescensは,キチン分解酵素のいくつかを欠失した系統で
あり,キチンそのものはほとんど分解しない｡そのようなことから,土壌
に投与したキチンを有効に利用するためには,次のいずれかの操作が必要
となる｡すなわち, (丑分離菌に欠失したキチン分解酵素遺伝子を導入する,
②キチン分解能をもつ根面生息性細菌を分離する, ③他のキチン分解菌
と共存させ,その分解産物を利用するなどである｡ここでは,良好な結果
の得られた③についてその詳細を紹介する｡
筆者らの研究室では,キチン添加土壌から高い分解活性を示す放線菌
(Streptomyces sp. TM13)を分離し,その酵素化学的あるいは生物学的諸
性質を検討してきた｡例えば,この菌をキチン培地(Czapekの無機塩にキ
チンを加えた培地)で培養すると,培養液液中に分解活性の高い数種のキ
テナーゼを分泌する｡これらはエンド型の酵素で,高分子キチンを効率よ
く分解し,主にキトトリオ-ス(N-アセチルグルコサミンの3量体)から
キトベント-スの混合物を多数生成するo TM-3は,この他にユキソ型の
キチナ-ゼを体内にもち,最終的にはオリゴ中間産物を単量体に分解して
代謝する｡ TM-3をキチン添加土壌で培養すると,約1カ月程度で土壌中
に蔓延する｡また, TM-3は検定したいずれの細菌にも抗細菌性を示さな
いので, KM-201 l以方と共存培養することも可能であり, TM-3を優占化
させたキチン添加土壌ではKM-201l比方が効率よく増殖する｡このような
プロセスをまとめると次のようになる｡ ①TM-3をキチン添加土壌で優
占化する-(参根面に生息するKM1201 luがTM-3の分解産物を資化
し,根面あるいは根の周辺部の土壌中で増殖する- ③ KM-201 hLrが抗
菌性物質を生産し,フザリウム菌糸が根部へ接近するのを抑制する- ④
添加したキチンが消費されれば, TM-3の活性が低下してもとの土壌生態
系にもどる｡
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5.病原菌に対する防除効果
根面生息性細菌をキチン分解性放線菌と共存させることで,細菌はキチ
ン分解産物を資化し,活発に増殖することができるようになる｡そこで,
KM-201 luxが,キチン分解産物を炭素源とした場合にも,根面定着性を
保持しつつ病原菌に対して抑制作用を示すかどうかを確認しておく｡方法
としては,まず,フザリウム菌の胞子プレートを作製し,キチン分解物添
加培地を重層した後,種子に細菌処理したトマトを置床すればよい｡条件
を満足する場合には,細菌は伸長した根の全面で増殖し,病原菌との間に
阻止帯を形成するので,これらが確認されれば,形質転換体が根面生息性
を保持し,キチン分解産物を利用して根部周辺で増殖し,さらに抗菌活性
を示してフザリウム菌の侵入を抑制できるものと評価してよい｡次に,モ
デルを寒天から土壌に変更し,同様の試験をする｡この場合も,最初は無
菌条件下で滅菌土壌を使用し,他の微生物の影響を除外して系を単純化す
る｡まず, TM-3をキチン添加滅菌土壌に優占化し,これを新たなキチン
添加土壌(重量比で5-10%になるようにキチンを添加)に混合する｡こ
こに,細菌処理した種子を植え付け,一定期間育成して根が土塀中で十分
伸長したところで,植物を取り出し,あらたに伸長した根の各部から形質
転換体の再分離を試みる｡この実験では,他の細菌を除外してあるので再
分離は非常に簡単であったが,次のステップを考え, hLr遺伝子をプローブ
として,再分離菌のコロニーハイプリグイゼ-ションを行う｡筆者らの試
験では,分離されたコロニーのすべてが陽性を示し,形質転換体であるこ
とが証明された.また,根各部の分離菌を希釈平板法で計数したところ,発
根初期と土壌中で新たに伸長した部位に差異が認められなかったのに対し
て,キチン無添加あるいはTM-3無添加の対照区では,あらたに伸長した
根部から処理細菌ははとなど検出されないか,検出されても非常に低い値
であった｡このようなデータ-は根面生息性細菌の安定化に関して,筆者
らのシステムが適切であることを示すもので,興味ある結果と言える｡同
様の結果は,無滅菌土壌を用いても得られるが,この場合には滅菌土壌で
あらかじめTM-3を優占化した後,無滅菌土壌(キチン添加)に混合し,
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表1.三層法による本システムのトマト萎凋病防除効果試験
最上層 の構成 閥ﾒﾓ#?ﾇW?,?h.偃ﾘ??謁ﾘ,ﾉtﾉk2?ｭ病率 (%) 儼?Hｽｸ,ﾈﾜIZｩz2?KM-201lurの 
(CFU/g) 劍ﾜIZｩz2?eR??
中間層 俐X???ﾜX???
キチンTM-3 
根部 俑ｨﾉy7?ｲ?ｪ部根圏土壌 
+- 調?00 78-82 ??ﾓ?b???06 105 ?????102 禿?B?
一十 偖ﾂ?2-98 ???R?05ノ 102-LOG ?????102 禿?"?
++ ++ 調?4-46 0-5 ????102 禿?"?105 薙?R?
TM-3の優占化を助長しておくことがポイントとなるo通常の土壌を使用
すれば,多数の微生物が同時に存在するが,形質転換体細菌のマーカーを
利用すれば簡単に区別できる｡
防除斯果を評価する試験法としては,筆者らの『三層法』を使用すると
便利である｡この方法では,最下層に上述の胞子プレートを作成し,その
上に無添加土壌を重層する｡最上層には,キチン添加後TM-3を優占化さ
せた土壌を用いる｡最上層に細菌処理した植物種子を播種し,一定期間育
成させた後,その防除効果を判定するoまた,対照には,キチン無添加,TM-
3無添加あるいはKM-201 /㍍無処理種子播種区などを設けるo病原菌の
分離には駒田培地を使用する｡本法を用いると,最上層にどのような試験
区を設けても,中間層では, 1gの土壌から105CFU程度の病原菌が培養
10日後には検出できる｡このことによって,病原菌が胞子プレートから上
部土壌にも伸展したことを確認できる○このような方法でトマトを1カ月
間栽培し,萎凋病の防除効果を調へた(表1)o筆者らの防除システムを用
いると,萎凋病の発生を完全に抑制できるが,システムからTM-3やキチ
ンを除外すると発病枯死率が80%以上となった0 -万,細菌処理しない種
子であっても,キチン添加土壌にTM-3を優占化させておくと,発病率は
40%以下に抑制され,キチン分解酵素の発病抑制への関与が示唆された｡
同様の実験を,滅菌処理しない土壌で行っても同様の防除効果を得ること
ができる.上述のように, KM-201 luxの検出は他の細菌が混在しても,栄
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光能,テトラサイクリン耐性,ならびにコロニーハイプリダイゼ-ション
法で調べれば,簡単にモニターできる.発病が完全に抑制された区では,梶
部ならびに根圏土壌からKM-201 /‡αが非常に高頻度で再分離される｡こ
のことは,本システムが菌の増殖を効果的に促進させ,根部のみならず根
圏においても有効に病原菌を抑制することを示す13)0
6.おわりに
筆者らの研究室では,処理細菌の挙動を追跡する目的で,マーカーとな
る遺伝子を利用した｡遺伝子操作技術を使用すれば,他の遺伝子であって
も同様に組換え微生物を得ることができる訳で,得られた組換え体は基本
的にはもとの宿主細菌の属性を示す｡それ故,対象とする諸形質に限定す
れば,その形質転換体の挙動は宿主細菌の挙動にはかならないと考えてよ
い｡ただ,本法のように染色体内に遺伝子導入したものでは,導入遺伝子
が比較的安定して後代に伝えられる反面,もとの何らかの細菌遺伝子を破
壊した可能性もある｡目的とする遺伝子については形質転換後も十分検定
を行うが,細菌の生活環を通じてどのような影響を及ぼしているかについ
てはほとんど不明のままである｡このような点に留意しつつ,紐換え微生
物を使用することが,生物防除に関する研究以外にも大切であろう｡
本システムの今後の課題としては,処理細菌の根面定着性における分子
機序を明らかにする必要がある｡筆者らが得たデータ-から判断すると,覗
象的には,処理細菌が根面定着と根面からの遊離をくりかえし,伸長する
根の先端部まで移行すると考えられる｡それ故,根面付着そのものはそれ
ほど強固なものではなく,何らかの細菌増殖条件を与えることで根面周辺
あるいは根圏部で,植物根七の親和性とは無関係に細菌を増殖させること
ができるのかもしれない｡このような意味からは,根の各部に細菌が付着
してさえおれば,実際の防除システムに応用できる可能性が高い｡このよ
うなことから,特定細菌と植物根との親和性は,それらの間の養分の供給
関係だけでは説明できないように思える｡細菌のもつ親和性遺伝子が根面
付着に関与するのか,あるいは植物根が分泌する何らかの物質を細菌が認
識するのか,いずれにしても植物一細菌間の興味ある相互反応機構であろ
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う｡
筆者らのシステムも含め,多くの微生物防除法が処理細菌の抗菌活性に
依存している｡すなわち,細菌の抗菌性物質の生産と分泌に依存する訳で
あるが,実際はこの点がもっとも制御しにくい点でもある｡細菌が常に抗
菌物質を生産しつづける保証はなく,土壌環境の変動が細菌の代謝変換を
引き起こす可能性もある｡このような意味からも単一の抗菌作用だけにた
よるのは必ずしも得策ではないかもしれない｡ー筆者らのシステムに放線菌
を導入した理由は,それが優占化される過程で分泌される多量のキチナ-
ゼに注目したからである｡筆者らが行った実験では, TM-3のキチナ-ゼ
が萎凋病菌の細胞壁を完全に分解消化する｡このような酵素作用も土壌で
の有効な抗菌作用の一因になりうることを今回の研究は強く示唆してい
る｡
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プラスミドの生態
佐　藤　　　守
各種農業環境に生存する微生物,とりわけ細菌にはプラスミドを所持す
るものが多い｡プラスミドは通常,細菌の核外に一定のコピー数を保ちな
がら存在している核酸である｡プラスミドの複製は宿主細菌の増殖に依存
しており,プラスミド自身が細菌の外に出て増殖するようなことはない｡し
かし,プラスミドの多くは伝達能遺伝子を持ち,その遺伝子発現により宿
主細菌と別の細菌を連結する性線毛をつくり,プラスミド自身が一本鎖と
なり,その中空を通り,別の細菌に移ることが出来る｡このようなプラス
ミドの移行は,プラスミド自身のもつ遺伝子の移行を意味するので,病原
性や環境適応に関わるような重要な遺伝子をもつプラスミドが次々と発見
されてきている現在,このプラスミドの伝達は非常に重要な意味をもつよ
うになった｡
このようにプラスミドはまるで一個の生物体のような動きをみせる｡プ
ラスミドを動き回る一個の生物体としてとらえ,その生存,分布,行動,そ
してそれらと環境要因との関係等の｢プラスミドの生態｣について考えて
みるのも意味のあるものと考えられる｡ここでは,筆者らの最近の研究を
中心にこのテーマに沿って紹介したい｡
1.プラスミドの分布とその機能1～3)
農業環境に生息する細菌のうち,プラスミドの分布がよく調べられてい
るのは,植物病原細菌である｡植物病原細菌におけるプラスミドの分布の
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一例として,筆者らが全国12都県から分離したクワ縮葉細菌病菌
Pseudomonas syringae pv. moriにおける実験結果を紹介する｡
分離菌株76株のプラスミドをBirmboim and Doly (1979)の方法で検
出し,そのプラスミドパターンを調べたところ, 17群に類別された｡各群
に属する菌株はB4及びDlのように特定の群に集中する事例もみられた
が(同一地域からの分離菌が集中),全体としては少数株ずつ分布した｡プ
ラスミドを全くもたない菌株は26.3%であり,約3/4の菌株がプラスミド
を所持していたこ　これらのプラスミドの機能を知る手がかりとして,プラ
スミド･パターンと本菌の系統類別の基準形質にされている病徴型(ハロー
毒素産生の有無),ファージ型(ファージ感受性による類別),糖分解能(ラ
表1植物病原細菌の病原性プラスミド20)
形質 ?h8????細菌 
腫療誘導 彦椎&?Agrobacten'umtumefaciensS 
毒素産生 植物ホルモン hrp ?4??Psyringaeaty10Puゆuylea 
pPT23A ???ﾖv??蹤???
pⅠAAl,2,3 ???匁v?????F???
pCK1,2 ???ﾆ誚????????
1500kb ?簓6???V?Vﾒ?
aVr ???Y9?XanthomonascamPestris等 
蓑2　植物病原細菌の薬剤耐性プラスミド21)
薬剤 ?h8????細菌 
鋼剤 カドミウム ??7R?.campestrispv.vesicaton'a 
pPT23A,pRT23C ???ﾖv??蹤???
138kb ??F??7W6f?6???
ヒソ等 ?Ds??Corynebacteriumjlaccumfaciens subsp,oorlii 
ストレプトマイシン トリメソプリム 田?B?,syringaepv.papulans 
5.3,4.2Mda1 埜要匁?6???v?V'7?6?ﾒ?薮f??
40kb ??匁誚??誚ﾇ?ﾆ觀?
クロラムフエヒコール ?Dvﾄ??oTyne.ノおccumfacienssubsp.oof- tit 
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ムノース,キシロース)との関係を調べた｡その結果,ハロー毒素産生株
(島根株)のすべてが約70Mdalのプラスミドを有し,ハロー毒素産生のプ
ラスミド支配の可能性が指摘されたが,他の性状との関係については,明
らかではなかった｡また,病原性の強弱との関係では,強い菌株にプラス
ミド数が多い傾向が,氷核能力(本菌は氷核活性細菌でもある)をもつも
のには,プラスミド数が少ない傾向が認められた｡他の植物病原細菌にお
いては,表1, 2に示すように,病原性関連遺伝子,薬剤耐性等の環境適応
に関連する遺伝子等の重要な機能を有するプラスミドが多数見つかってい
る｡
さて,植物病原細菌と競合して生存している葉面上あるいは土壌中の非
病原性の細菌のプラスミドついては,これまで,ほとんど検討されていな
かった｡そこで,コマツナ,ダイズ,キャベツ,セイタカアワダチソウ,ハ
クサイ,ニンジン等の葉面上に比較的高密度で生息している細菌26株を分
離し,それらからプラスミドを検出した｡その結果, 26株中7株で数10
Mdalの分子量のプラスミドを1-5個有する菌株が見つかった｡検出率は
26% (7/26)であった｡
また,各種土壌分離細菌からは20株中3株(検出率15%)にプラスミド
が検出された｡これらの結果は,植物病原細菌におけるプラスミドの分布
率に比べると明らかに低い｡筆者らは,ここに掲げた以外に多くの植物病
原細菌や非病原性株からプラスミドを分離しているが,これとほぼ同様の
傾向を認めている｡長い年月の中で植物病原細菌が生き残るために,獲得
してきた遺伝子(プラスミド)の足跡なのであろうか,興味深いところで
ある｡
2.プラスミドの行動(細菌間移行)
プラスミドには自己伝達能をもつもの(遺伝子としてtraオペロンを有
する)と非伝達能のものがある｡非伝達性のものでも,伝達性プラスミド
の接合能力を利用して,他の細菌に移行することが可能である｡これは可
動化(mobilization)という現象で,遺伝子としてmobが必要である｡伝
達性プラスミドはt71aオペロンをもつ必要があるので,数10kb程度の大
38
きさが必要である｡また,これら伝達能遺伝子の発現に調節遺伝子がから
んでいて,何らかの誘導因子がないと発現しない場合もある｡
1)植物病原細菌,葉面細菌,土壌細菌の伝達性プラスミド1･4･5)
植物病原細菌では,多くの伝達性プラスミドが見つかっている｡表1に
示した機能のあるプラスミドの中でも,嗣剤耐性,ストレプトマイシン耐
性等は,伝達性プラスミドであるし, Tiプラスミドは,オクトピン(ある
いは系統によりノバリン,アグロピン)という,誘導因子が存在するとき
にのみ伝達能を示す｡
さて,植物病原細菌の中で,どの程度の頻度で伝達性プラスミドが存在
するのかをPseudomonas syringae pv. moriの例でみてみよう.伝達能の
検定は,薬剤耐性マーカー(ストレプトマイシンとスJt,フォンアミド耐性)
をもつ5.5MdalのRSFIOIOの可動化の有無で判定する方法を用いた｡ま
ず,プラスミドを所有する菌株にRSFIOIOを接合伝達あるいはトランス
フォーメ二ションで導入した.このP. S. mori (RSFIOIO)と, E. colt
SK1592を接合させ,FSFIOIOがE. coliに移るか否かを調べた｡その結果,
13株中12株で伝達能が確認された｡しかし, Ym-5株と他の1株を除い
て,伝達頻度は10~8-10~9と非常に低率であった｡これらの菌株は,伝達
機能を有しているが,何らかの原因で抑制されている状態にあることを示
している｡ Ym-5株のプラスミドpYM5(39Mdal)は,他の菌株より100-
1000倍高い伝達頻度(4.2×10~6)でRSFIOIOをE. coliおよびP. S. pv.
moriNi27株に可動化できた.さらに, RSFIOIOを受容したNi27株の107
クローンのうち, 5クローンはpYM5を同時に保持しており, pYM5の自
己伝達能も確認された｡
前述の葉面細菌及び土壌細菌のプラスミドをもつ菌株について,伝達能
をRSFIOIOの可動化法で調べた｡ただし,この場合には,筆者らの考案し
たTriparental mating法を用いている｡すなわち, P. syringae pv. mori
Ni27 (RSFIOIO)とP. avenae K3の2菌株を検定菌として用意する｡こ
れに,伝達能を調査したい菌株を加え, 1:1:1比率でミリポアフィルター
上に接合させ,一晩培養後ストレプトマイシン(20-50ppm)を含むLB培
地に37oCで培養して選抜する｡ただし,この方法では,被検定菌の条件と
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して37oCで生育しないもの, 37oCで生育するものでもストレプトマイシ
ン感受性である必要がある｡もし,供試菌株中に伝達性プラスミドがあれ
ば,これがNi27(RSFIOIO)に移行し,そのプラスミドがRSFIOIOをK3
株に可動化させるだろうという考えである｡実際,モデル実験でうまくい
くことが分かった｡しかし,2菌株接合においても極めて低頻度でしか可動
化できないものについては,これでは,検出されず,少なくともYm5-1程
度の伝達能が必要である｡その結果,対照のpYM5あるいは,後述の
pBPWlを含むものは,伝達能が確認されたが,菓面細菌,土壌細菌で伝達
能を示すものはなかった｡少なくともpYM5以上の伝達能を有するものは
なかったといえる｡
以上,示したように,少なくともこの実験に関する限り,伝達性プラス
ミドは植物病原細菌を中心に広く分布していると考えられるが,その伝達
能は通常抑制されている状態にあると推測される｡
2) pBPWlプラスミドの各種細菌への伝達3･6-8)
このpBPWlは, P. syringae pv. tabaci BR2株から検出されたもので,
分子量30Mdalで,先のpv. moriのものに比べ格段に強い伝達能をもつ｡
すなわち, RSFIOIOの可動化試験で受容菌当たり, loll-10~5-頻度で且
coliやP syringaepv. moriにRSFIOIOを移行させた｡さらにpBPWlに
トランスポゾンTn7を挿入させマーカー(ストレプトマイシン,トリメソ
プリム耐性)をつけ,各種細菌の移行を確認したところ, P. syringae pv.
atropuゆuylea, pV. tabaci (他の系統), pv. eriobot7yaeの各細菌に100-10~5
の高頻度に移行した｡また, pv. moriのいくつかの系統ではTn7のみ移行
した例もみられた｡この場合は, pBPWlは,移行したけれども複製はでき
ないス-サイドベクターとtて働いたことを示している｡その他,pBPWl
は, P. meleate, E. coliで複製することが知られている｡まだ十分な調査
ではないが,このpBPWlは,かなり寄主範囲の広いプラスミドではない
かと見られる｡たとえば, RSFIOIOの可動化法では,葉面細菌,土壌細菌
との接合実験でかなりの菌株がRSFIOIOを受容した｡pBPW1 ::Tn7自身
の伝達もコマツナ葉面細菌K0-8で確認された｡このK0-8内の
pBPWl::Tn7は,さらに植物病原細菌にも移行した｡このプラスミドが各
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1　　2　　3　　4　　5
図1 pBPWl:: Tn7の植物病原細菌と葉面細菌間の移動
1 : P.S. pv. atroPuゆuriZa NIAES 1309 (pBPWl :: Tn7, pCORl)
2:葉面細菌Ko8
3. Ko8(pBPWl:: Tn7), 1と2の接合による
4. P.S. pv. mon'Ni27
5. Ni27(pBPWl:: Tn7) 3と4の接合による
-･　矢印はpBPWl::Tn7プラスミド
種植物病原細菌間,葉面細菌間を連続的に移行した事例を,第1図に紹介
する｡なお,土壌から分離された括抗性細菌Ser71athz sp.に対してpBPWl
自身(pBPWl::Tn7)は,移行後,複製できず,ス-サイドベクターとし
て働き, Tn7はSerratktsp.のクロモゾ-ムに転移したoそして,赤色色素
産生を失ったトランスポゾン挿入失活突然変異株がトランスコンジュガン
ト5,967株中4株得られた｡このように細胞内遺伝子操作にも利用できる
ことが分かった｡
異種プラスミドの導入により,宿主細菌の性状の一部が変化することも
ある｡ pBPWl導入後,ほとんどの受容菌(前述の各種細菌)では,病原性
を含む諸性質に変化を認めなかったが, pv. atroPu71)uylea NIAES 1309を
受容菌にしたときのみ興味深い変化を示した｡すなわちトランスコンジュ
ガントNIAES1309(pBPWl::Tn7)のクローン(17クローン中15クロー
ン)がキングB液体培地中で凝集を起こし,かつ,抗原変異(寒天ゲル拡
散法でP. syringae pv. strhtfaciens NIAES 1032の抗血清に対して反応し
なくなる)を起こすようになった｡プラスミド自身のもつ何らかの遺伝子
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発現の作用か,異種DNAの導入により,細菌の何らかの遺伝子発現が妨げ
られたためなのか,不明であるが興味深い現象である｡このようなプラス
ミドの移行により誘起された凝集性としては, Streptococus hzctisまた抗原
変異としてはShl'gelk"onneiが知られているが,植物病原細菌としては,
これが最初の事例である｡これらの結果は,自然界においてもプラスミド
の移行により細菌の様々な性状変化が起こっている可能性を示すものであ
る｡前述のプラスミドの多少と病原性の強弱,氷核活性の有無との関係も,
あるいはこのような変化に由来している可能性もある｡
3.プラスミドの移行と環境要因
1) pBPWl, RSFIOIOの移行と環境要因
プラスミドの伝達頻度は,環境要因によって大きく変わってくる｡前述
のように誘導国子がないと伝達しないものもあるし,そうでない場合でも
接合条件を変えると,すぐに10-1000倍の違いがでてくる｡たとえば培地
上のミリポアフィルター上での接合,平板培地上での接合,液体培地での
接合で伝達頻度は全く違ってくる｡
また,自然界でのプラスミドの移行は,培地上での移行とはそ10様子は
違ってくる｡土壌中,あるいは,葉面上でのプラスミドの伝達については,
まだ世界的にも,十分調査がない｡筆者らの, pBPWlとRSFIOIOを用い
た実験では,完全培地上での接合実験に比べると,頻度は低くなる｡非殺
菌土壌においては, P. syringaeの場合には,急速に死滅していくのでプラ
スミドの伝達は極めて起こりにくい｡
2) pCORlプラスミドの植物体内での可動化伝達9)
P･ syringae pv. atropu75urea NIAES 1309株のプラスミドpCORlは,
この細菌のコロナチン産生を支配する10)｡pCORlは,前述のRSFIOIO可動
化試験によっては,伝達能が確認されていない｡そこで,この菌株に
pBPWlプラスミド(pBPWl::Tn7)を導入すると接合能力を有するよう
になる｡この菌株を供与菌に,受容菌としてpCORlを失った非病原性株
(Cor-#60)をイタリアンライグラスに同時に接種すると両菌株ともライグ
ラス案内でよく増殖し,その間に接合する｡接種後4,6,16日後に,常法
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蓑3　植物内におけるpCORlプラスミドの病性株書から非病原性株への
移行
受容菌‥ ?ｨ顗ｯｨｭB?｢?pBPW1の移行率 ?4??Itﾉzb?
Cor-#60rif 釘?.8×10-1 釘???6 澱緝??ﾓ"?/144(1.4%) 
16 唐纔????/144 
Cor#60rif..:Tn5 釘??1.0×10-1 5.8×10~2 ?ｮﾃｳｸ蓼???R?
' p. syingae pv. atroPuゆurea NIAES 1309 (pBPWl :: Tn7)
H NIAES1309の株由来のpCORl喪失(コロナチソ･マイナス)秩
で細菌を再分離し,選択培地でpBPWl ::Tn7がCor-#60株に移行した
ものを拾った｡その結果, loll-10-2の高頻度でpBPWl::Tn7の移行が
確認された｡これらのトランスコンジュガントの中からpCORlが同時に
移行した(すなわちpBPWlにより可動化された)ものを探索したところ,
2回の試験で1.4%, 3.3%の頻度でCor-#60 (pBPWl : :Tn7,pCORl)が
得られた(表3)｡Cor-#60には, 2垂のマーカーを付与させてあるため,自
然変異株をたまたま拾うという可能性はない｡しかし,同様な接合を,増
殖培地上で行っても, pCORlの可動化はみられない｡このことは,何らか
の植物物質が,可動化伝達に関与する遺伝子の発現を活性化しているので
はないかと考えられる｡植物物質による細菌の遺伝子発現の誘導という分
野が注目を集めているoTiプラスミドのvir領域の遺伝子発現の活性化に
は,植物体中のフェノール化合物が必要であるというのは,その代表例で
ある｡ AgrobacteriumのTiプラスミドも,培地上では移行せず,植物体内
(あるいはオクトピン存在下で)非病原性株に移行する川｡このような植物
あるいは土壌中においての,プラスミドの自己伝達あるいは可動化伝達の
活性誘導の問題は,今後の興味深い研究課題である｡
4.プラスミドの｢生存｣と環境要因
プラスミドは,宿主細菌内で一定のコピー数を保ちながら,細菌が分裂
増殖するに伴い分配され,維持, ｢生存｣し続けている｡しかし,その複製,
分配がうまくいかず,脱落し,消滅してしまう場合もある｡植物病原細菌
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のプラスミドは,それがもともと所持している(indigenous)プラスミドの
場合には,安定に維持されることが多い｡人為的にプラスミドを脱落させ
ようとしても,むしろ,脱落させられないということがほとんどである｡こ
こでは,植物病原細菌由来のpCORlプラスミド, pBPWl,それとE. colt
由来のRSFIOIOおよびRSFIOIOをベクターとした組換えプラスミドの
Pseudomonas syringae内での｢生存｣と環境要因について述べたい｡
1) pCORlの｢生存｣と環境要因12･13)
pCORlは培養中に脱落し,消滅してしまうことはほとんどない｡連続継
代培養(10代以上),長期間培養してもpCORlを脱落した菌株は,得られ
ない｡しかしながら, pv. aty10Puゆurea NIAES 1309株を植物(イタリア
ンライグラス,タバコ)に接種し, 7日後に再分離すると極めて高頻度
(3.0×10~1-6.7×10-2)にpCORlを失った株が分離された｡これらの菌株
はコロナチン産生能を失っているため病原性はないが,イタリアンライグ
ラスでの増殖能力は維持されていた｡西山が圃場でコロナチン産生能はな
いが,増殖能力のある非病原性株を多数分離しているが14),恐らく同様の現
象が自然界で起こったものと推察された｡
この現象から,植物体がプラスミドの脱落を誘導する何らかの物質を産
生していることが示唆された｡そこで,タバコ培養細胞との共存培養でも
同様のことがそこで起こるか否かを調査した｡その結果, NIAES1309株を
MS培地でタバコ細胞と共存して培養し, 1-2週間後に本菌を分離すると
3.5×10~1-4.0×10~2と｢植物内｣での実験結果と同程度の高頻度でpCOR1
喪失株が出現した｡とくにタバコの40日培養細胞で高い値が得られ,一方,
プロトプラスト培養液, MS培地のみでは全くpCORl喪失株が得られな
いことから,ある程度に生長した植物細胞からpCORl脱落誘導因子が産
生されるものと推察した｡この物質についてはまだ明らかではない｡また,
殺菌土壌中で長期間保存すると,低率ながらpCORl脱落株が生じた｡これ
ら脱落の誘導機構,遺伝子レベルでの解析などが今後の検討課題である｡
3) pBPWl,P. 8yrlngaepv. moriプラスミド,葉面細菌プラスミド
pBPWlおよびその他のP. syringaepv. mon'のプラスミドは,培養中,
植物体中,土壌中いずれにおいても,極めて安定に維持された｡pBPWlは,
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もともとpv.hZbaci BR2から分離されたものであるが,それがpv.
atropuゆurea, pv. moriに移行したあとでも極めて安定に維持された｡前述
のpCORlと共存している場合,植物体内でpCORlは高頻度に脱落する
が, pBPWlは,安定に維持された｡他の植物病原細菌のプラスミドについ
ても,筆者の経験では,安定に維持されているものがほとんどある｡葉面
細菌では,長期保存で脱落するものが1株でみられた｡
4) RSFIOIOおよび,その誘導プラスミドq)P. syringaeの内での安
定性と環境要因15･16･17)
異種プラスミドが植物病原細菌内に導入された場合のその安定性につい
て調べた｡プラスミドとしてRSFIOIOと, RSFIOIOのEcoRIサイトに,
pCORlのDNA断片を挿入して組換えプラスミドpNIAl, pNIA2をP.
syringae pv. mori Ni27株に導入した菌株を材料とした｡対照として,
pBPWl, pCORlの両プラスミドを有するpv. atroPuゆureaを用いた｡そ
れらを, _各種培地,培養条件あるいは,各種土壌条件におき,プラスミド
の脱落の有無を,マーカー検定及びDNA抽出により調べた｡その結果, P.
syringae pv. mori Ni27株における組換えプラスミドpNIAlの安定性は,
保存する培地の種類,形状(液体/固体),温度(5oC, 25oC)に大きく左右
された｡たとえば,pNIAlは各種液体培地で10代以上連続継代しても全く
脱落しなかったが, 5oCに保存すると10日前後から脱落株が出現して,吹
第に増加し,約100日で74%に達した｡PPGA斜面培地では温度による影
響が顕著で, 66日間保存の5oC区で1.8%であるのに対し,室温区(20-
25oC)では約50%であった｡一方, pBPWl::Tn7は, pNIAlが高頻度に
脱落する培養条件でも全く脱落されなかったし,pCORlが脱落したタバコ
細胞との共存培養においても非常に安定であった｡
次に,土壌中においては,非殺菌土壌では短期間に宿主細菌が死滅して
しまうが,殺菌土壌では長期間生存し続け,プラスミドの脱落もみられた｡
pv. mori Ni27株のpNIAl, pNIA2, RSFIOIOは, 25oCで一部, 5oCです
べての区で脱落が認められた｡たとえば, 5oC, 41日保存区で, pNIAlは
10.7%の頻度で脱落した｡また, pCORlも低頻度ながら脱落を起こし,宿
主のコロナチン産生能を喪失させた｡しかし,pBPWl::Tn7は全く脱落せ
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ずきわめて安定であった｡
以上示したように,プラスミドは,その｢生存｣が,宿主をとりまく様々
な環境要因にきわめて敏感であるもの,また特殊な環境要因にのみ反応す
るもの,環境の変化に関係なくきわめて安定なものに分けることができる｡
おわりに
以上植物病原細菌とくにPseudomonas syringae群細菌のプラスミドの
｢生態｣に関わる研究現況について,筆者らの研究を中心に述べてきた｡し
かし,これらの研究はまだ不十分であり,たとえばプラスミドの伝達ある
いは脱落の誘導に関与する植物物質を明確にし,また,その物質に対応し
て発現誘導される細菌の(プラスミドの)調節遺伝子あるいは構造遺伝子
についても明らかにする必要がある｡さらに異種プラスミドが導入されて
異常な反応を示す細菌の遺伝子についても多くの問題が残されている｡
このプラスミドの生態の研究は,まさに宿主となる微生物の遺伝学的研
究であり,拡がりのある生物学の基礎研究としても意義あるものと考えら
れる｡たとえば,プラスミドによる生物間遺伝子伝達は,生物進化と深く
関わっている可能性がある｡すなわち,この遺伝子伝達は｢種内｣にとど
まらず種問,属間さらには生物間にまで及ぶことが確認されてきている｡た
とえば, E. coliと真核生物の酵母においてプラスミドが可動化伝達された
り18),やはりE. coliと放線菌においても同様のことが認められている19)0
これらの結果はまだ実験室段階の,それも人工的に作成したプラスミドを
使用しているが,今後の研究の発展次第では,加工しない自然の細菌と,放
線菌,酵母あるいは,植物,動物細胞等とのプラスミドを介した接合によ
る生物間遺伝子伝達の確認せれる時代が間もなく到来すると思われる.そ
して,そのときプラスミドの｢生態学｣も新しい時代に入るのかもしれな
い｡
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DNAからみたAlternariaの生態
柘　植　尚　志･足　立　嘉　彦
1.はじめに
分子生物学の発展とその中から生み出された遺伝子操作技術は,植物病
理学にも大きなインパクトを与えた｡現在,植物病理学の基礎分野では,柄
原体の病原性と植物の抵抗性の遺伝子制御機構の解明が中心課題のひとつ
となっている｡病原ウイルスや病原細菌におけるこの分野の進歩はめざま
しく,病原性が遺伝子の言葉で語られようとしている1)0
一方,病原糸状菌では菌による性質の多様性から,遺伝子操作技術の応
用が遅れていた｡しかし,近年, AspergillusやNeurospwaの系を基礎と
していくつかの病原菌で分子生物学的研究が進展しつつある2)0
この様な背景のもと,植物病原菌の生態研究に遺伝子操作技術を取り入
れる気運が高まってきた｡病原菌の生態を解明するためには,自然界から
目的とする病原菌を高感度で検出し,その動態を探ることが研究の第一歩
である｡この目的のために,特定の菌のみを検出するような遺伝子プロー
ブの利用は魅力ある手法である｡また,遺伝子組換え体を用.いることによっ
て,有効なモデル実験系を組み立てることができるだろう｡さらに,病原
菌の生態的特性に関与する形質を明らかにし,それらの遺伝子制御機構を
解明することは今後の重要な課題である｡
本稿では,最近筆者らが試みているナシ黒斑病菌(Alternarhz alternata
Japanese pear pathotype)の生態研究への遺伝子操作の応用について紹介
名古屋大学農学部
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する｡まだ研究は始まったばかりであり,与えられたテーマ｢DNAからみ
たAlternariaの生態｣を語れるほどの成果は得られていない｡今後の展望
を含めながら遺伝子操作の病原糸状菌生態研究への応用の可能性について
紹介したい｡
2.宿主特異的毒素を生産するAlternaria属病原菌
まず,筆者らが研究対象としているA. alielnaia病原菌について紹介す
る｡
A. alternaklは地球上にきわめて広く分布し,そのほとんどが腐生的に
生活している｡一方,腐生的Aalierna由と形態的には全く区別できない
が,それぞれ特定の植物のみに病気を引き起こす7種の重要病原菌が存在
する(表1)3)｡本来腐生的な菌が,なぜ生きた特定の植物に寄生するように
なったのであろうか｡これら病原菌がそれぞれの宿主植物にのみ毒性を示
す宿主特異的毒素(host-specifictoxin,以下略してHST)を生産するこ
とが相次いで兄いだされ,これら病原菌の宿主選択性の物質的背景が明ら
かにされた｡病害発生当初,それぞれの病原菌はAlternarhI属の新種とし
て分類･命名されたが,その後, Nishimuraら3,4)は,これら病原菌の形態
がすべて集合種A･ alterrahl (Fr･) Keisslerと一致することを観察した｡
表1.これまで判明したAlternaria alterna由群菌の宿主特異的毒素
病気名 儼?Hｽｲ?ﾅ素 偬稲Y?Z?
リンゴ斑点落葉病 ??ﾆW?F?G?R?M-毒素 ?8986り6h8ｨ5h885?ﾆ?ﾘ,ﾈ8ｨ9852?
ナシ黒斑病 幡??W6W?????G?R?K-毒素 ??ﾉ?ｴ??h,?r?
イチゴ黒斑病 ?G&?&W''??F?G?R?F-毒素 ?x團?ﾘh486?2?
トマト.アルク 彦???AL-毒素 ?H4?ｸ5?x6x7ﾘ6x,?r?
ナリマ茎枯病 ???G?R?
タバコ赤星病 彦??6??F?G?R?T-毒素 疲??????Z?
ラフレモン/ ??v?Vﾖ??CR-毒素 ACT-毒素 ??H8ﾈ8(98???85x4x8ｨ98,?r?
brownspot ???G?R?
タンジエリソ 彦?vW&問?
brownspot 霧??G?R?
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この結果から,これら病原菌は突然変異によって腐生菌がHST生産能力
を獲得し,固有の宿主に対する病原性を発揮するようになったA. alter-
nataの病原型(pathotype)であると考えた3).そこで,例えば,ナシ黒斑
病菌(AK毒素生産菌)をA. alternakZの日本ナシ型(Japanese pear
pathotype),リンゴ斑点落葉病菌(AM毒素生産菌)をリンゴ型(apple
pathotype)などと命名することを提案した｡
自然界では, A. alternahZは腐生生活を基本として生活環を全うしてい
る｡突然変異によって獲得したHST生産性も,適合する感受性植物との出
会いがない限り寄生性に関与することなく,何ら病理学的意義を持たない｡
一方,感受性植物の集団栽培地域では, HSTは寄生生活成立に活用され,
その結果,激発型病害の原因となる｡ HST生産病原菌は,病原菌誕生の原
型を生物進化という時間的経過を短縮して示してくれているように思われ
る｡そこでは,それまで腐生生活環のみで生存していた菌の一変異系統
(HST生産菌)が,親和性を示す植物の出現によって寄生生活を営むこと
ができるようになった｡ HST生産菌は,植物病原菌の病原性の進化とその
自然界での定着を生態学的観点から研究する好適なモデルを提供してい
る｡
3.遺伝子マーカーの生態研究への応用
ナシ黒斑病菌は,病原性の決定因子として宿主特異的AK毒素を生産
し,二十世紀ナシなどAK毒素に感受性の日本ナシ品種だけに病害を引き
起こす5)｡一方,人工のビニール膜やセロファン膜上に胞子を置くと,発芽
して容易に貫通する｡この能力は菌の宿主選択性とは関係なく,腐生菌も
含めたA. alternakZ菌群全体に共通した性質(侵略力)である｡黒斑病菌
は角皮感染菌であり,病原性発現には非宿主選択的な侵略力と選択的な
HST生産性の最低2つの要素が不可欠である3･4)0
侵略力やHST生産性を失った菌が病原菌となり得ないことは容易に想
像される｡一方,自然発生病斑から分離した多くの野性株の切り取りナシ
葉に対する病原性を実験室レベルで調査すると,自然界で病気を引き起こ
している菌株でもそれらの病原性程度にはかなりの差が観察された｡この
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結果は,実験室レベルでの病原性の強い菌株のみが,実際の圃場で病原と
なっているわけではないことを示唆している｡
絶対寄生菌では,病原性の強弱は直接菌の圃場での生き残りを左右し,弱
病原性菌は淘汰されていくと予想される｡しかし,腐生性の強い病原菌で
は,たとえ宿主植物が存在しなくても,腐生生活という生き残りの道が残
されている｡したがって,ナシ黒斑病菌の圃場での病原性を理解するため
には,菌の腐生性も含めた生態的特性を解明する必要がある｡生態的特性
の具体的な内容については,宿主選択性や侵略力といった病原性要因や,莱
面への定着性,胞子形成能力,自然環境あるいは人為環境に対する適応性
などが考えられる｡
筆者らは,実際圃場ではどんな菌株が生き残っているのか?ひとつの
圃場にはひとつの菌系しか存在しないのか?といった素朴な疑問から,
黒斑病菌個体群の構造を解析したいと考えた｡個体群構造を解析すること
ができれば,自然あるいは人為的環境の変化にともなう病原菌の動態を追
跡し,それぞれの環境下で生き残る菌株を選抜できるはずである｡
近年, DNAレベルでの変異を高感度で検出する方法としてRFLP分析
法が登場した｡この方法は,生物群の種レベルだけでなく,集団間あるい
は個体間を識別するマーカーとしても期待されている6,7).そこで, RFLP
分析を用いてナシ黒斑病菌の個体群構造の解析を試みた｡
1) RFLP分析
遺伝情報が4文字のアルファベットA, T, G, Cで書かれていることが
分かってから,塩基配列を利用して遺伝子を解析する道が拓かれた｡また,
塩基配列の特定部位を切断する制限酵素の発見で特定のDNA断片が得ら
れるようになり,予想以上に多い遺伝子変異によりそれらDNA断片に個
体間で多型(restriction fragment length polymorphism,略してRFLP)
の存在することが明らかにされた｡
RFLPは遺伝学におけるDNAマーカーとして導入され,現在では,逮
伝子地図作製に欠かせない方法となっている6･7)｡さらに, RFLPは遺伝学
的な目的だけでなく,生物集団間の類縁関係の解析や個体識別のマーカー
としても利用できることから,分類学さらに生態学などにも応用されるよ
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8)1 2　3　4　5　6
図1 RFLP検出の模式図
(A)矢印は染色体DNA上に存在する制限酵素切断部位,太線はプロー
ブDNA,点線で困った部分はプローブとの相同領域をそれぞれ示す｡ 2と
3では新たな制限酵素切断部位の出現,4と5ではDNA断片の挿入,6では
欠矢の変異が起きた場合を示す｡
(B)染色体DNAの制限酵素切断断片を電気泳動後,サザ-ン-イプリダ
イゼーションによって検出されたDNA断片を示す｡
うになった7)0
RFLP分析は,逆位,転座,欠矢などの染色体変異や,塩基の置換,削
除,挿入といった塩基配列の変化などを制限酵素切断断片の長さの違いと
して検出するものである｡図1に, RFLP検出の模式図を示した｡塩基配
列の変異にともなう制限酵素切断部位の出現と喪失あるいはDNA断片の
挿入と欠矢が,プローブとハイプリグイズするDNA断片の大きさに多型
を引き起こす(図1)｡ RFLP分析の利点は変異が検出し易く,しかも必要
であればその変異を塩基配列レベルで同定できることである｡
RFLP分析は, ①検体からのDNAの抽出と制限酵素切断, ②電気泳
動による切断断片の分画と膜への転写,③プローブとのハイプリグイ
ゼ-ション, ④ハイプリグイズした断片の検出と解析,という一連の操作
によって行なう｡実験方法については,遺伝子操作実験書を参照された
い8)0
2)ナシ黒斑病菌の個体群構造の解析
筆者らは, RFLP分析を用いてナシ黒斑病菌の個体群構造の解析を試み
ている9~11)｡まず,黒斑病菌のリボソームRNA遺伝子(rDNA)のRFLP
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図2　ナシ黒斑病菌No.15A菌株の遺伝子ライブラ.)-から単離したrDNAの
クローンAltlの構造
黒斑病菌菌株群のrDNAについてAltlをプp-ブとしてRFLP分析を行
なった結果, XbaI切断断片に菌株間で多型が検出された.そのうち5種
のrDNA (I型～Ⅴ型,図3)については,それらのXbaI切断部位を同定
した｡
E: EcoRI, H: HindIII, P: PsiI, S: SalI, X: XbalI.
分析を行なった｡糸状菌のrDNAの分析では,一般に種内多型は検出され
難く,むしろ種間の識別など分類学的な見地で用いられている｡しかし,予
備実験の結果から,黒斑病菌ではrDNAのrRNAをコードしない領域の
長さと制限酵素XbaI認識部位に広範な多型が存在することが明らかと
なった9-ll)0
鳥取県,愛知県および岐阜県のそれぞれ14,2および1市町村の二十世紀
ナシ園から分離した約250菌株について解析を行なった｡なお,解析のプ
ローブには,黒斑病菌No.15A菌株からクローニングし,その制限酵素地
図が作成されているrDNAクローンAltlを用いた(図2)12)｡その結果,本
菌個体群中には少なくとも5種のrDNA変異菌系が存在し,どの圃場にも
2種以上の菌系が混在していることが明らかとなった10111)｡各県における変
異菌系の分布様式には明確な違いが観察された(図3)｡愛知県名古屋市や
安城市の圃場ではそれぞれⅠ型とⅠⅠⅠ型のrDNA菌が,岐阜県美濃加茂市
の圃場ではⅤ型菌がそれぞれ優占菌系として存在するのに対して,鳥取県
ではどの菌系も比較的広く分布し,明確な圃場特異性は観察されなかった｡
植物病原菌の個体群構造を研究する場合,人為的な持込みを考慮しなけ
ればならない｡鳥取県では,黒斑病菌の宿主である二十世紀ナシ栽培が広
範に行なわれており,その歴史も古い｡一方,愛知県と岐阜県の二十世紀
ナシ圃場はきわめて少数に限られており,個々の圃場はそれぞれ地理的に
隔離された状態にあると考えられる｡ナシ栽培の歴史と頻度の違いが,個
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B.餐il)県と帖(;I LJ,を
愛知県
図3　鳥取県,愛知県および岐阜県のナシ黒斑病菌個体群におけるrDNA変異菌
糸の分布
縦軸のⅠからVはそれぞれⅠ型からⅤ型のrDNAを持つ菌株を, 0ほこれ
ら5種のどのrDNAとも異なるRFLPパターンを示した菌株を示す｡な
お, 0型菌株群にはⅠ型からⅤ型のrDNAのうち2種を合わせ持つ菌株
も含まれる｡
体群構造の違いを生み出した可能性を示唆している｡また,本菌で検出さ
れたrDNAの広範な種内多型は糸状菌では異例であり,腐生性を基本とす
る本菌の特徴を反映した結果かも知れない｡
RFLP分析の過程で, 2種のrDNAを合わせ持つ菌株が多数検出され
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た11)｡用いた菌株はすべて,ひとつの自然病斑由来のものであり,単胞子分
離株ではないことから,異なるrDNAを持つ2種の菌株による重複感染の
可能性が考えられた｡そこで,それら菌株からの単胞子分離菌株群の
rDNA型を調査した｡その結果,調査した7株の内3株では,単胞子分離
株もやはり2種のrDNAを合わせ持っていた｡一方,残りの4株では,早
胞子分離株群はそれぞれ1種のrDNAを持つ菌株に分かれた｡この結果
は,これらが重複感染病斑由来であり,自然界では比較的高頻度で重複感
染が起こる可能性を実験的に示唆した｡自然界での病原菌の変異や進化の
過程で,有性生殖と菌糸融合による遺伝子の交換や移動が重要な役割を果
たすと考えられている｡A. altemaおは不完全菌であり,菌糸融合がその役
割を果たすであろう｡そこで,菌糸融合の場として,重複感染病斑はひと
つの候補と考えられる｡病原性と非病原性Alternan'a株がひとつの病斑内
に共存する例も観察されており,重複感染現象は病理学的にも重要な意味
を持つと予想される｡
現在,複数の染色体に分散して存在するDNA配列(分散型反復DNA配
列)を用いてさらに解析を進めている｡これによって,個体群構造をさら
に詳細に解析できるものと期待している｡このような研究は,一地点,一
時期の解析ではあまり生態学的意義を持たないであろう｡今後,長期にわ
たる広範な研究によって,黒斑病菌の生態が少しでも解明されることを期
待する｡
4.生態的特性に関与する遺伝子の単離
病原菌の生態学的研究では,生態的特性に関与する形質を同定するとと
もに,それらの遺伝子制御機構を解明していくことが今後の課題のひとつ
であろう｡生態的特性には,その表現型を実験的に定性･定量することが
困難なものも多く,生態的特性評価のための実験上の工夫が必要である｡
生態的特性に関与する形質の場合,ほとんどが複雑な遺伝子制御に基づ
き発現されていると考えられる｡つまり,ひとつの形質発現に複数の機能
タンパク質(酵素など)遺伝子が関与し,それらを制御する遺伝子の存在
も予想される｡また,形質発現を生化学的に解析し,関与するタンパク質
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を同定･単離することも容易ではないだろう｡この様な場合,突然変異体
が有効な実験材料となる｡
いくつかの病原糸状菌で形質転換系が確立され,変異相補による遺伝子
の単離が可能となった｡変異相補による遺伝子の単離は, (丑目的とする形
質の自然あるいは人為的突然変異体の分離, (参野性菌株の染色体DNA
ライブラリーによる変異体の形質転換, ③変異の回復した形質転換体の
選抜, ④その形質転換体から導入したDNAの再回収, (む回収した
DNAの解析,という一連の手順によって行なう｡ここでは,ナシ黒斑病菌
の遺伝子解析における応用例を紹介する｡
I) A. alter-nataの形質転換
遺伝子研究において,形質転換系(外から遺伝子を導入し,発現させる
方法)は必須の方法である｡糸状菌の場合,核外で自律増殖できるプラス
ミドベクターは開発されておらず,大腸菌のプラスミドに糸状菌の選択
マーカーを連結した染色体DNAへの組み込み型ベクターが用いられてい
る｡
A. alternaおの形質転換の選択マーカーとしてハイグロマイシンB耐性
遺伝子(hz)h)を用いた｡ Aspergillus niduhms t7少C遺伝子のプロモーター
とターミネーター配列の間にhz)hを組み込んだプラスミドベクター
pDH2513)を,PEG法14)により本菌のプロトプラストに導入し,低頻度では
あるがハイグロマイシンB耐性の形質転換体が得られた15)｡さらに,本菌
染色体DNA上に約200コピー存在するrDNA配列をベクターに組み込
むことによって,形質転換頻度を著しく向上させることができ,変異相補
実験が可能となった15).なお, rDNAベクターは,染色体q)rDNA領域に
相同的組み換えによって好み込まれることが確認された15･16)｡相同的組み
換えは糸状菌ではむしろ希な現象であり, A. alternataにおける興味深い
特徴である｡
2)変異相補による遺伝子の単離
高頻度形質転換系の確立によって,変異相補による遺伝子単離への道が
拓かれた｡ここでは,ナシ黒斑病菌のメラニン合成遺伝子の単離について
紹介する10･17)o
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図4　ナシ黒斑病菌のメラニン欠損変異体(Aim,Brm-1およびBrm-2株)のメ
ラニン代謝系における欠損部位
メラニンは男色色素であり,外的環境から細胞を保護する役割を担って
いるo A. alterna由の分生胞子は細胞壁へのメラニンの沈着により濃緑色
から黒色である｡人為的に誘導したメラニン欠損変異体の実験室レベルで
の病原性は野性株と差がないものの18),自然界からメラニン欠損変異体は
ほとんど分離できず,自然界での生存には重要な役割を果たしているもの
と考えられる｡広い意味での生態的特性のひとつと言えるだろう｡
前述の高頻度形質転換ベクターから作製したコスミドベクターを用い
て,野性株の染色体DNAライブラリーを作製した｡NTG処理によって得
られたメラニン合成欠損変異株のひとつBrm-1株(図4)18)をこのライブ
ラリーによって形質転換し,メラニン合成復帰株を選抜した｡この復帰株
からAspergillusで確立された方法19)により,約40kbの染色体DNAを
含むコスミドクローンを再回収し, Brm-1株を相補する遺伝子を単離し
た10･17)｡興味深いことに,このクローンを用いて他のメラニン欠損変異体で
あるAlm株とBrm-2株を形質転換した場合にも,それぞれの変異が相補
されメラニン合成能が回復した｡このクローンの解析から,これら3つの
変異を相補する遺伝子alm, brmlおよびbrm2が,染色体DNA上にalm
-brml-brm2の順に並んでクラスターとして存在することが明らかと
なった10･17)0
以上の結果は,変異相補による遺伝子単離法が本菌にも応用できること
を示すとともに,本菌の遺伝子構造とその発現機構を研究する上で興味あ
る知見を提供している｡
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5.おわりに
これまで植物病理学では,ひとつの病原菌個体群の中にも多様な菌系が
存在することに経験的に気づきながらも,それを実験レベルで証明し,そ
の生態学的意義を解析する試みはあまりなされなかった｡これは,個々の
菌系あるいは菌株を識別するための有効なマーカーが見つからなかったた
めである｡前述したように,DNAレベルでの解析はこの間題を解決する可
能性を秘めている｡DNAレベルで病原菌の個体群構造を解析し,個々の菌
系さらに個体が識別できたとしても,それが病原菌の生態の理解にどれだ
け役立つかは全く未知である｡しかし,筆者自身は大きな期待を寄せてい
る｡
遺伝子操作はあくまでひとつの研究手法である｡この手法をいかに使う
かは,これまでの研究背景と今後の研究方向によって決まるだろう｡病原
菌のモニターリングのマーカーとして,さらに遺伝子解析の技術として,逮
伝子操作は植物病原菌の生態学に色々な場面で大きく貢献する可能性を秘
めている｡
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プラスミドからみた
Rhizoctolu'aの生態
羽　柴　輝　良
プラスミドからみたRhizoctoniaの生態について,論議出来るデータは
あまりにも少ない｡なぜならば,糸状菌のプラスミドの研究は,細胞壁が
厚く,多細胞(ヘテロカリオン)のために取り扱いにくいことによる｡近
午,タンパク質･酵素の解析,免疫学的性質,核酸の構造解析,特にDNA-
DNA再会合反応速度解析に基づき菌糸融合群画の遺伝的な関係が明らか
にされつつある13)0
本稿ではプラスミドDNAの観点から,プラスミドと菌糸融合群間の類
縁関係,並びに今までに明らかにされたR. sohmiの理化学的性質との関
係に触れると共に,問題点について触れる｡
1.ダイコン苗立枯病,小麦立枯病の衰退
本間ら8)はR. sohmiの菌糸融合第4群に属する病原性の強い菌株を土
壌に繰り返し接種処理しても, 3回目以降ダイコン苗立枯病が著しく抑え
られ,立枯病が衰退することを見つけた｡ 40-1000Cで30分間熱処理した
立枯病抑制土壌にダイコンを播種し,立枯病の発病度を調べたところ, 50
-55oCで発病が急増し, 60,-100oCでは無処理の非抑制土壌と同じく立枯
指数100であった｡
一方,小麦立枯病の発病抑制性は,根圏に生息するPseudomonas属細菌
の産生する"Siderophore"と呼ばれる鉄キレート化合物によるといわれ
ている11)｡ところが, Siderophore以外でも発病抑制は起こることから,栄
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病抑制の要因は複雑である｡
我々も,ダイコン苗立枯病の病原性の強い菌株を40分間オートクレーブ
処理した殺菌土に1週間おきに繰り返し接種し,接種後におけるダイコン
苗の立枯病の衰退現象を観察した｡病原性の強い菌株を殺菌土に1週間お
きに繰り返し接種しても,ダイコン苗立枯病は著しく抑えられた｡このこ
とから,繰り返し接種による発病抑制は接種菌自身によって生ずると考え
た｡
2.発病抑制因子はなにか
castanhoら1)は1978年にR. sokmiの菌糸融合第1群に属する菌株か
らdsRNAを抽出した｡病気株は菌糸融合によって正常株に因子を移行で
きる｡その後, 1984年, Zanzingerら18)によって強毒株ばかりでなく弱毒
株もdsRNAを持ち,毒性の発現に影響するのは単にdsRNAの存在のみ
によらないことを示した｡また, 1985年日本でも,百町ら9)はdsRNAの
存在の有無や分節数の多少により病原性の強弱を評価することはできない
と言っている｡
これらの結果から, R. sohZniのほとんどの株から兄い出されるdsRNA
は病原性に直接関与していないのではないかと考えられるようになった
が,まだ多くの問題点が潜んでいる｡
3.糸状菌のプラスミドDNA
真核生物の核外因子の多くは線状である｡これまでに知られている線状
DNAの末端構造は大きく2つに分類される｡
(1) DNAの両末端は逆向きの繰返し構造(ITR)を取り, 5′末端には
蛋白質が結合している｡
(2) DNAはヘアピン構造である｡
1)片方の末端のみがつながったヘアピン構造
2)両方の末端がつながったヘアピン･ループ構造｡
これまでに病原糸状菌から見つけられた6種からの線状プラスミドの内
3種(CkZViceps puゆurea, Fusarium oxysporum f･ sp･ conglutinans,
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atocysticメmbriahz)は前者(1)に属し,両末端に逆向きの繰り返し構造を
持っている｡ 5'末端には末端蛋白質が共有結合で付着しており,この蛋白
が複製開始反応に関与すると推定されている｡
最近,われわれは糸状菌で全く新しいプラスミド,すなわち,2本鎖DNA
の両末端がつながった,ヘアピン･ループ構造のプラスミドをR. sokZni菌
から兄い出した15)｡本プラスミドの構造はpoxvirusに属するワクシニアウ
イルスと病原性スピロヘータBorrelhz buygdorferi (Lyme病)で発見され
ているだけである｡
線状プラスミドの機能についてはほとんどわかっておらず,わずかに方.
hZCぬ(酵母)のキラー蛋白質の生産と耐性の形質がプラスミド, pGKLlに
指令されているとの報告のみである｡最近,病原糸状菌でも, C.puゆu71ea
菌のプラスミドの全塩基配列が決定されたことから16),線状プラスミドの
機能に関しても少しずつ解析が進んで来た｡
4. R. solani菌のプラスミドと菌糸融合群との関係
1981年に本間らはR. sohmi菌を土壌に繰り返し接種することによって
ダイコン苗立枯病が衰退した土壌中から異常株を分離した｡われわれはこ
の異常株を用いて,約2.7kbの線状プラスミドDNA, pRS64を検出し
'1::Eoeu ugH Zx!
6SRP
Hn^d IrI6g
]　　　　　　　　　　　　　　　　　　　U
0 0.5　　　　1.0　　　　　1.5　　　　　2.0　　　　　2 5　2.7kb
Fig. 1. Restriction maps of pRS64 DNAs. Dra I, Xho I, and Hind III sites
outside the homologous regions are not napped. One Dral site is
present in the right-hand homologous region, but it not shown.
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た2~6)｡さらに,制限酵素切断地図の結果から,分子量の等しい3種類のプ
ラスミドの存在を認め, pRS64-1, pRS64-2, pRS64-3と命名した(図
1)2･15)｡本プラスミドはexonucleaseIIIと入-exonucleaseのいずれによっ
ても消化されないこと, BamHI, PvuIIで切断した断片をアルカリ･アガ
ロース･ゲル電気泳動しても,各断片とも未変性時の2倍の長さになるこ
とから,両末端がつながった,ヘアピン･ループ構造をとっていることが
示唆された｡mungbeannucleaseによる解析から,一本鎖のヘアピン･ルー
プ部分はきわめて小さいことも示唆された｡ 3種類のプラスミドの制限酵
素地図は中央部では異っていたが,両末端付近では共通の部位が存在して
いた｡このため,サザン･ハイプリグイゼ-ションおよびシークエンシン
グによる解析の席果, 3種類のプラスミドの右末端部および左末端部は別
の配列を取っていることが示された｡
供試したAG-4群菌株のすべてからプラスミド様DNAが検出され,先
に兄い出されたpRS64プラスミドと高い相関性を示した｡これらのプラス
ミド様DNAは塩基数から2つのグループ, 2.4kbと2.7kbに分けられ,
更に, AG14群の菌株には5つのタイプのプラスミド様DNAが存在した0
2.4kbのプラスミド様DNAを持っている菌株はタイプA, Bに分けられ
た｡2.7kbのプラスミド様DNAを持っている菌株はタイプC, D, Eに分
▲G-l (1▲) ?rﾔ??ｒ?G-all ?2ﾓ"ﾓ"?牝肌ﾒ?▲G-2-2 (ⅠV) ?rﾓ2?｣G1 日6-I ?4rﾓB?rﾖﾆﾂ?G-5 ?3bﾓb?rﾔ?人G-6 GV ?2ﾓr?ﾈC-bl 
^G-1 ttA) 狽? 白? ?ｲ? 白? ?r? 白? 白?
AtJ-1 (Ⅰ81 ??I 白? 白?T 白? ?r? 白? 
M ～ H H I DNA 謄?Sﾂ?c?ヲ?8-?經?｣?ﾓ#?ｩ?S??ﾒ?C-2-I 披? 狽? ?B? 白?T 白??狽?
形 ～ ヽ ology 肌T｢ﾕ｢ﾕ｢?粕､"?帥 ?ﾂ? 白???? 狽?T ?ﾃ?
AtJ-Z-Z HV) 做b? ?r? 白? 狽??這"?
AL■ J 乃?I 白  白?T B
^G-4 HG-I 挽?  白? 白?
At,J一一 HG-ZⅠ 挽? 鳴???? 
AG-5 挽? 亦???B?
■ HG-- 挽? 白? 
Atj-6 GV 狽? 狽?
AG-7 ?2? 
AG-BⅠ ?2?
Fig. 2. DNA homology between anastomosis groups in R. soktni (Kuninaga
ei al. 1986)
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けられた｡
5. R. solaTu'の宿主とプラスミドとの関係
国永らは菌糸融合の現象あるいは植物病理学的な性質に基づく類別群は
種々な理化学的性質から分けた群とよく一致することを示した｡しかち,菌
糸融合群の各群は遺伝的に独立した菌株集団で,群内に含まれる系統はそ
の群内においてさらに分化した菌株群であると報告している(図2)13)0
われわれはR. soklni菌の菌糸融合第1-6群の123菌株を供試して, 51
菌株から線状プラスミドを検出した｡サザン･ハイプリグイゼ-ション法
Table 1 Southern hybn'dz'zation analysis of PIDNA from R.
solani AGll t0 -6 isolates probed with ♪lDNA from a
ylePreseniative isoklte Of eaL･h AG or LSG
Source or pmbc'
Sizc or C･94　　　H･L6
PathologlCAl pIDN^　C-527 (▲G･2･2 (AG･2･2　P-7-)　Tul64　ST-8　HIl5-16
AG type lsohtc　(Lb) (AG･l) ⅠlIB)　IV) (AGl3) (AG･4) (AG-5) (AG-6)
l Wcb･tIIllht C-527
typc (lB)
2-2　Rulh type
(IllB)
2-2　Root rot
typc (lV)
■　づ　7　. 3　.?C C C C C
A-14･l
BVl6
C-blb
C･42二I
H-16
SH-1 7-24-1
3　Potato lype P-5
(lV)　　　　　Pl7-I
ST13
4　PratlCOLa GM17
tyF* (IllA)　　GM･I L
R]11■
ST･2･ l
ST･S
W･3
Sol
H1-5-16
i･5　　匝】
]　:　:　:　:I:　:　:　:　:　:　I　:　I　:　:E]
:　:　:　l　:　L　:　:I:　L　:　:I:一国皿回r:　:　l　:　]　:　:一:-:　:　:　l[州-凹凸:　:一:　:　:　:　:　:I:　二　:　1回皿凹:　l　:　:　l:　:　:I:一回i)一向一〔州【州同【州切:　::　:一一一
l回-固IE]lB]l田L日出:一一一:一一一:I::I】l一l一一一一一【l一一一一一一一一一一一l一一一一一一一一HH仙川4･32･94･22･94･72･94･74･02･4川5･52･95･44･75･04･2dHS:･22･72･72･73･23･2日3･25
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を用いて,各プラスミドDNA間の相同性を調べた結果,本菌のプラスミド
DNAは菌糸融合群ごとにほぼ一定の分子量を有し,さらにそれぞれの群
ごとに相同部位を有することを認めた14)｡このことから,プラスミドDNA
は宿主特異性と関連性があると推察した(表1)｡
国永ら12)はR. sohtniの菌糸融合第4群における菌株間の遺伝的類縁関
係を検討するため, DNA-DNA再会合反応速度解析に基づきDNAの塩
基配列の相同性を比較した｡その結果, AG-4群の菌株は遺伝的に異なる2
つの系統に類別され,それらをAG-4 homologous groupIおよびAG-4
homologous groupIIとして報告した｡
われわれの実験結果から見出した, 2.7kbのプラスミド様DNAを持つ
菌株のグループは国永らのAG-4 homologousgroupIに, 2.4 kbのプラス
ミド様DNAを持つ菌株のグループはAG-4 homologous groupIIに属し
た(図3)0
以上の結果から, R. soktniの各群から検出されたプラスミド様DNAは
Size of plasmid-
l Ike-DNA(Xb)
Homologous
group
Fig. 3. Relationship between plasmidllike DNA of Rhizoctonia soh2ni (AG
-4) and homologous groups.
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各群ごとに相同性が高いこと,群内に含まれる系統はそれぞれ固有のプラ
スミド様DNAを保持していることはプラスミドが菌糸融合群と密接に関
係していることを示すとともに,各群のプラスミドは各菌糸融合群が固有
に保持している因子であると考えられ,プラスミドが病原菌の進化となん
らかの関わりを持っているとも考えられる｡
6. FusaT･ium oxgsporumのプラスミドと分化型との関係
前述と同様な現象がF. oxysporumの分化型でもわかって来たo Kistler
and LeonglO)はF. oxyspo7mmの分化型から1.9kbの線状プラスミドを見
出した｡分化型であるconglutinansからのプラスミドをpFOXCl, ra-
phaniからのをpFOXC2, matthioliからのをpFOXC3と命名した｡これ
らの3種のプラスミドはミトコンドリアDNAあるいは核ゲノムと相同性
を示さない｡プラスミドpFOXC2はpFOXC3と相同性を示したが,両者
の制限酵素地図は異なっていた｡一方, pFOXClはpFOXC2のプラスミド
と相同性を示さなかった｡
最近,我々も7) F oxysporum f. sp. lint, wctii, melongenae, batahZS,
conglutinansおよびyiaPhaniからプラスミドを検出し,各プラス･ミド間の
相同性からf. sp. conglutinans, lint, arctiiの3種は互いに近縁関係にある
ことを示唆した.また, liniのプラスミドの制限酵素地図から,異なる2種
類のプラスミドの存在を認め,両プラスミドは既報のconglutinans, yla-
Phaniのプラスミドの地図と異なってはいたが, 3菌株のプラスミド間に
相同性が認められたことから,共通配列の存在が示唆された｡このように,
F oxysporumの分化型のなかにユニークなプラスミドが存在することか
ら,本プラスミドは寄生性の分化に関与していると考えられた｡
7.糸状菌のプラスミド,ミトコンドl)アI)NAおよび染色体
DNAとの関係
本稿の導入部ではR. sokmiの衰退現象について述べた｡しかし,依然と
して衰退現象の機構は複雑で,プラスミドから手掛りを得ることは出来な
かった｡
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また,本稿のテーマであるプラスミドからみたRhizoctoniaの生態につ
いても,プラスミドの研究が遅れていることから,十分に論議することは
出来なかった｡しかしながら,プラスミドDNAのこれまでの解析結果から
2,3のことがわかって来た｡ 1.プラスミドDNAは宿主特異性に何らかの
役割を担っているらしいこと, 2.染色体DNA上に相同な部位があるら
しいことである｡ R. solani菌は約1.1-3.5Mbの大きさの5本の染色体を
持っており,バンドのサイズより推定されるゲノムサイズは約10Mbであ
る17). R. sohmi'菌の染色体DNAとプラスミドとの相同性の解析から,プ
ラスミドDNAはパルス･フィールド･ゲル電気泳動法によって分離した染
色体の最も小さいサイズ,約1.1Mbとハイブリダイズした｡このことは,
R. sokmiが種々の理化学的性質から分けられる群と,菌糸融合の現象ある
いは植物病理学的な性質に基づく類別群とよく一致することに大きな意味
を持っているものと考えられる｡
おわりに
核外線状DNAにはいくつかの点で顕著な類似性が見られた｡ DNAは
両末端が逆向きの繰返し構造を取り, 5′末端には蛋白質を結合しているも
のと, R.soktni菌のプラスミドのようにヘアピン･ループ構造を取ってい
るものがある｡
繰返し構造は動く遺伝子の末端認識部位になっていると考えられてい
る｡植物病原糸状菌であるCkm'cepspuゆureaから分離したミトコンドリ
ア中のプラスミドはミトコンドリアDNAに組み込まれることが糸状菌で
初めて証明されたこと｡さらに,本菌はトウモロコシ等に対して絶対寄生
菌であるとともにORF1, 2はトウモロコシのURF3, 1と相補性を示した
ことなどから類推すれば,糸状菌のプラスミドは多くの植物,菌に感染し,
ミトコンドリアDNAに組み込まれた後,長い年月の間に独自の分子種へ
変化したものではないだろうか｡
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ワークショップのおわりに
菊　本　敏　雄
今回のワークショップは分子生態学という,やや大胆な表題を付けまし
た｡その理由は,生態学の研究に分子生物学の研究手法を導入し,遺伝子
のレベルで生物の多様な生活を解析する,新しい研究分野を切り拓く努力
が,今求められていると判断したからです｡幸い,植物と微生物との相互
関係についての分子機構の解明が,最近急速な進展を示し､すでに,そう
した研究の素地は広がりつつあります｡そこで,まず植物病原体を対象に,
その分子生物学的研究の成果を生態学の視点から検討し,この分野の研究
の現状と今後の展望を明らかにしようと考えました｡
宿主をはなれて生活することの出来ないウイロイドやウイルスは,とり
わけ,宿主の選択,つまり宿主特異性がこれら病原体の生活を規定する重
要な要因の1つになります｡したがって宿主特異性は病原性の発現機構と
共に,分子レベルの研究の一層の進展が待たれます｡一方, R.solani菌か
ら検出されたプラスミドDNAの役割について,宿主特異性との関連が示
唆されました｡また, A. aliernataについては自然界での生存に重要な役割
を果していると考えられる,メラニン合成遺伝子の単離法が確立され,本
菌の生態的特性を遺伝子レベルで解明する研究の手がかりが得られていま
す｡さらに, RFLP分析を用いて,ナシ黒斑病菌の個体群構造の解析が試
みられ,今後の展開が期待されます｡
多くの場合,植物病原体を肉眼で直接見ることはできません｡通常その
存在は病原体の寄生にともなう宿主植物の病徴の発現を通して認識されま
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す｡厄介なことに,病原体が寄生していても,環境条件や植物の種類によっ
ては,病徴の発現がみられないこともあります｡こうした場合も含め,生
態系における病原体の動態の解明に,核酸プローブやマーカー遺伝子の利
用はますます盛んになるものと思われます｡また,植物病原細菌では病原
性や薬剤耐性に関連する重要な機能がプラスミドにコードされているもの
が数多く知られています｡遺伝子組換え微生物の野外での利用の問題とも
関連して,生態系におけるプラスミドの生態の解明が,今後の大きな研究
課題になることが予想されます｡
最後に,この小冊子が｢分子生態学｣の大きな流れを形成する,はじめ
の一滴になることを念じてやみません｡
IGEシリーズ第一期分総目次
本研究センターのワーク･ショっプは平成3年度から新しい方針で行な
われることになりました｡この機会に,これまでの13回分のIGEシリーズ
を第一期分として,その総目次を掲げます｡
IGEシリーズ1*　植物の系統発生と重力反応
IGEシリーズの発刊にあたって
ワークショップのねらい-----‥‥-菅　　　洋
重力研究の史的展開　-‥------｡--藤伊　正
細胞性粘菌の生長に対する
人工重力の影響　----･---･･･-河崎　行繁
ヒゲカビにおける重力屈性　-----･大瀧　　保
藻類,コケ,シダ類の重力反応　--･-片岡　博尚
高等植物の重力反応
根の重力反応　---･----･---鈴木　　隆
高等植物の重力反応
電気生理の立場　----･-･----･石川　秀夫
高等植物の重力反応
突然変異種の利用　---------高橋　秀幸
高等植物の重力反応
細胞壁研究の立場　--神坂盛一郎･保尊　隆享
ワークショップのまとめに代えて　--･菅　　　洋
IGEシリーズ2*　微生物と光
ワークショップ｢微生物と光｣
開催の目的と意義　-------=-大瀧　　保
バクテリアと光
光合成細菌による水素生産　　-･---伊藤　-敬
真性粘菌と光　---･---･-----上田　哲男
細胞性粘菌と光･----------前田　靖男
接合菌類と光　-------------大瀧　　保
子のう菌,不完全菌類と光.･=･1---･熊谷　　忠
担子菌類と光　--･･--･･---‥--鎌田　　亮
藻類と光(I)
光走性を中心として-単細胞鞭毛藻類の
光運動反応の作用スペクト/レと光受容部位一
渡辺　正勝
藻類と光(ⅠⅠ)
光屈性を中心にして　　--････-----片岡　博尚
高等植物と光からのコメント　-----菅井　道三
ワークショップ｢微生物と光｣のおわりに
大瀧　　保
IGEシリーズ3日*　水田湛水生態系の新研究(1)
遺伝情報,エントロピー則から見る
はじめに
水田研究への新しい試み　--･･----服部　　勉
土壌生成･土壌生化学から
みた水田　-･･--･･-･････------木村　虞人
水田生物群集の種の
多様性と安定性　-----･----･川端善一郎
エントロピーの立場からみた
水田･湛水生態系　-----･･-･=--勝木　　渥
il
新しい試みへの期待
まとめに代えて　---------･服部　　勉
IGEシリーズ4日　トランスジェニック植物および
オルガネラの遺伝子発現
ワークショップのねらい･--･---･亀谷　寿昭
トランスジェニック植物
の作出法について　------･--･内宮　博文
ミトコンドリアの構造と機能(Ⅰ) --山谷　知行
ミトコンドリア構造と機能(ⅠⅠ)
蛋白質の膜透過の分子機構　------竹田　真敏
イネオルガネラDNAの構造　--･[--平井　篤志
IGEシリーズ5*　エチレンの生態的役割
ワークショップのねらい　------菅　　　洋._
Regulation of biosynthesis and action
of ethylene　･--------･Shang Fa Yang
ACC合成酵素の不活性反応　----佐藤　　茂
生態系におけるエチレンの動態について
津田　信一
種子発芽とエ+,レン　--･･-.･･-･---江刺一洋司
水生植物の生長とエチレン　---=･-菅　　　洋
植物の重力反応とエチレン　-----高橋　秀幸
接触刺激とエチレン　-･---･-･--･太田　保夫
傷害とエチレン　----･-･--･--･-兵藤　　宏
病害抵抗誘導とエチレン　----･--関沢　泰治
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IGEシリーズ6日　植物の光反応機構の解析と変異株
ワークショップ｢植物の光反応
機構の解析と変異株｣の目的--･･･-大瀧　　保
ヒゲカどの光反応変異株の
単離とその解析　----------大瀧　　保
藻類光反応変異体
分離の現状と夢　---------片岡　博尚
シダ配偶体の光形態形成の研究に
おける突然変異体の利用-------菅井　道三
突然変異体を用いたレタス種子
発芽機構の解析(計画案) -----井上　康則
､一シロイヌナズナにおける光形態形成
突然変異体の単離の試み
-長歴軸(hy)突然変異を中心として-
後藤　伸治
生物物理学的立場からのコメント
フイトクロムとクラミドモナス---徳富　　哲
ワークショップの終わりに---･---大瀧　　保
IGEシリーズ7*=　土壌微生物アセスメントの背景(1)
-検出･定量の諸問題-
服部　　勉
1.自然界における破傷風菌の分布
-とくに定量的分析の試み-
海老沢　功
iv
2.土壌中のボツリヌス菌　------･阪口　玄二
3.土壌中の軟腐病菌　-=------∴菊本　敏雄
4.土壌中の軟腐病菌のファージ特異性
富樫　二郎
5.土壌中のセルロース分解菌の分布
山本　広基
6.平板法による土壌中の細菌の検出･定量
服部　　勉
7.微生物アセスメントをめざして
-まとめに代えて-　--服部　勉
IGEシリーズ8'イネの遺伝子発現と系統分化
はじめに 亀谷　寿昭
イネ培養細胞におけるアイソザイム
遺伝子の発現　-----‥------石川　隆二
イネ植物再体分化にともなう遺伝子発現の変動
阿部　利徳,笹原　健夫
イネ細胞質ゲノムの遺伝子発現
平井　篤志,菅野　明
イネ生態型分化と環境適応に関わる発現形質･
佐藤　雅志,上埜　喜八
イネの粒大および粒形に係わる主働遺伝子
高牟稽逸朗,木下　俊郎
Multトlocus associationとしてのイネの進化
佐藤洋一郎
IGEシリーズ9…　生態研究と環境制御
ワークショップのねらい-･･.----･･･菅　　　洋
発芽生態学の二つの目標と実験における環境
鷺谷いづみ
作物の根系研究における実験的方法
ノ　　鯨　幸夫
制御環境下における植物の表現型可塑性の解析
石栗　義雄,工藤　　洋,河野　昭一
生態研究･環境制御･成長モデル----広瀬　忠樹
植物の形質発現機構と進化-----･-･･河野　昭一
IGEシリーズ10日　植物･微生物の光反応
-変異株などを用いた新しい解析法の開発-
発刊に際して･------------大瀧　　保
原生動物の光受容と応答　---･-･--中岡　保夫
ヒゲカどの光反応に関する遺伝子単離への
アプローチ･･･---I-･.----･--宮寛　　厚
アカバンカどの青色光反応,生物時計の場合
中島　秀明
シロイメナズナの光,重力および接触屈性異常突然
変異体の分離と解析　--------岡田　清孝
シロイヌナズナを用いた光反応機構変
異体利用の可能性　--･---･-･-･･米田　好文
オーキシン作用の分子生物学的研究--山本興太郎
IGEシリーズ11*H　水田濁水生態系の研究(2)
化学生態学と元素の周期律
服部　　勉
水田土壌の化学組成と元素の周期率--･浅見　輝男
イネの元素組成から何がわかるか-･--高橋　英一
水田元素の移動分布における水の役割
一水とK十及びNa十の相互作用の
相違を中心として-　　----･--木村　　優
水田の土壌を分析する･--=----･一国　雅巳
地球誕生から水田まで　------･-野津　憲治
水田化学生態学建設への道程
-まとめにかえて- -･･.--･---.服部　　勉
IGEシリーズ12*　植物病原体の分子生態学
菊本　敏雄
1.ウイロイドの分子疫学　---･--高橋　　壮
2.植物ウイルスの分子生態学　--･-江原　淑夫
3.遺伝子操作細菌の行動　-･-･--･豊田　秀吉
4.プラスミドの生態　--------佐藤　　守
5. DNAからみたAlternarklの生態
柘植　尚志･足立　嘉彦
6.プラスミドからみたRhizoctoniaの生態
羽柴　輝良
ワークショップのおわりに　-･-･--･菊本　敏雄
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IGEシリーズ13*　土壌環境-保全と機能の増進-
はじめに 佐藤　　匡
土壌及び水系の硫酸及び硫黄の挙動と微生物
若尾　紀夫
土壌中の非標的微生物に対する農薬の影響
Tその研究動向をめぐって-ノ=-催藤　匡
菌類と土壌動物の相互関係　-----･斎藤　　紀
土壌および根圏における蛍光性シュードモナス
について　----･----------加藤　邦彦
土壌中におけるダイズ根粒菌の遺伝的
多様性と生態　----------南沢　　究
､`水田及び畑の土壌酵素とその分布=-････金沢晋二郎
土壌中における有機物の変化と土壌条件
菅家文左衛門
作物根圏のバイオマス窒素循環･----丸本　卓哉
佐藤　　匡
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